



































1. eIF4G-driven translation initiation of downstream ORFs in 
mammalian cells 
 
2. Crucial role of ATP-bound Sse1 in Upf1-dependent degradation of 
the truncated product 
 
3. The tRNA Splicing Endonuclease Complex Cleaves the 
Mitochondria-localized CBP1 mRNA  
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	 mRNAの翻訳は、mRNAの 5’末端に存在する Cap構造への eIF4F複合体のリクルート、
リボソーム 40Sサブユニットへの ternary complexの結合に次ぐ 43S開始前複合体の形成、
さらに eIF4F 複合体との相互作用による 48S開始複合体の形成によって、mRNA 上を開始
コドンまで 48S複合体が移動するスキャニングが可能となり、開始コドン上で 60Sサブユニ
ットの結合によって翻訳が開始される。これが生体内における主要な翻訳開始機構であるが、




を IRES 上に直接リクルートすることで翻訳を開始することができる。この IRES はウイル







の産生に関与する GCH1、各遺伝子の 3’UTR 配列内に存在している。ウイルス IRES との
比較から、本研究で新たに発見した IRES 様の配列は、最長でも 102nt と非常に短いこと、
翻訳開始がメチオニンとロイシンコドンに依存していること、上流の ORF の発現を抑制す
るような活性を有しているという点で、既知の IRES とは大きく異なっていることがわかっ





なった。また、この IRES活性は eIF4Gに依存していることから、3’UTR内の配列に eIF4G
とのアフィニティーがある配列が存在し、ここにリクルートされた eIF4G依存に翻訳が開始
している可能性が示唆された(第１章)。 
	 細胞内における最も一般的な mRNA の変異であるナンセンス変異は、DNA への変異や、
転写段階でのエラーなどによって ORF 途中に終止コドンが出現する変異であり、ナンセン






先行研究より PGK1 タンパク質の 300 番目のアミノ酸を終止コドンに置き換えた
FLAG-Pgk1-300 タンパク質が NMPD のターゲットとなることが明らかになり、この
FLAG-Pgk1-300 特異的に共沈降するタンパク質として Hsp70 が同定された。本研究では、
この Ssa1/Hsp70の NEF(Nucleotide Exchange Factor)として機能する Sse1/Hsp110の機
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能を明らかにすることを目的として解析を行なった。NMPD の基質となる異常タンパク質







	 翻訳の伸長中に mRNA の二次構造やレアコドン、連続した塩基性アミノ酸配列によって
リボソームが停滞した際、NGDによる mRNAの分子内切断が生じる。酵母において翻訳終
結因子 eRF3 に相同な Dom34 と RF1 に相同な Hbs1 がこれら mRNA の分解促進を行うこ




















































































解離する。その後、tRNA の解離は、eIF1 によって促進される。ここに eIF3、eIF1A が加
わり、40S 上に配置されることで、60S サブユニットの再会合を防いでいる。続いて
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eIF2-GTP/Met-tRNAMet (ternaly complex : TC)が加わり、43S開始前複合体が形成される。
一方、mRNA 上には 5’末端の Cap 構造を識別し、Cap 構造に結合するタンパク質である
eIF4Eをはじめとした 4F複合体(eIF4G, eIF4A, eIF4E)が形成され、後に 43S開始前複合体
と結合することで、5’UTR 上に 43S 開始前複合体をリクルートする。その後、開始コドン
(AUG)を探す反応であるスキャニングを行いながら mRNA上を 5’→3’方向へ移動し、開始コ
ドン上で 48S 翻訳開始前複合体を生成する。開始コドンに到達した 40S サブユニット上に
60Sが会合すると同時に、40S上に配置されていた翻訳開始因子が解離し、80Sが形成され、
ここからタンパク質の合成が始まる。 










結因子 eRF1-eRF3によってリボソーム A サイト上で識別されることで、P サイトに存在す
るペプチド鎖がリリースされる。ここで翻訳反応を終えたリボソームはリボソーム解離因子











1-2 翻訳に共役した mRNA 品質管理機構  












	 NMD の分子機構としては EJC モデルと Faux 3’UTR モデルが提唱されている。
pre-mRNA のスプライシングによって、エキソン同士の繋ぎ目の約 20〜30 塩基上流には
EJC(exon-exon junction complex) が形成される。通常の終止コドンは最終エキソン内に存
在するため、リボソームは一番最初の翻訳中にいくつもの EJCと衝突することになり、その
結果、EJC は mRNA 上から取り除かれることになる。しかし、ナンセンス変異によって、
通常の終止コドンよりも上流に異常な終止コドン(PTC : Premature termination codon)が
存在する場合、リボソームはコーディング領域の途中で翻訳反応を終えてしまうため、EJC
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は mRNA 上に残ることになる。この EJC モデルでは、最終イントロンから 55 塩基以上上
流に終止コドンが存在する場合に異常であると判断され、NMDのターゲットとなる。NMD
の基質認識の機構に関与するタンパク質は既に明らかになっており、主要な因子として
Upf1,Upf2,Upf3 が挙げられる。mRNA 上に残った EJC は Upf3,Upf2 を介して Upf1 と結
合し、さらに Upf1 は PTC で翻訳終結をするリボソーム内の eRF1,eRF3、そして Upf1 の
リン酸化酵素である SMG-1と巨大な複合体 SURF complex(SMG-1:Upf1:eRF1:eRF3)を形
成する。この SMG1 による Upf1 のリン酸化が NMD には必須であることも分かっている
(Kashima et al., 2006)。このリン酸化 Upf1を認識して SMG6、SMG5-SMG7などのエン
ドヌクレアーゼが mRNAの分解を行う。一方、EJCに依存しない NMD機構として提唱さ
れている Faux 3’UTR モデルは出芽酵母で最初に提唱された機構である(Amrani et al., 




eRF1,eRF3 は PABP と物理的に離れた場所にリクルートされるため、相互作用できなくな
る。この結果、eRF1,eRF3と Upf複合体が相互作用することで PTCとして認識され、NMD
が誘発されるものと考えられている(Amrani et al., 2004)。 
 ヒトにおける遺伝子変異のうち 5-70%がORF中のナンセンス変異に起因していることが報
告されている(Auld et al., 2009)。ナンセンス変異が報告されている疾患の１つに Duchenne
型筋ジストロフィーがあり、この疾患では Dystrophin 遺伝子にナンセンス変異が存在し、
必要なタンパク質が作られないことが報告されている(Hoffman et al., 1990)。これらの治療
薬の候補としてリードスルー剤の有効性が検討されており、PTCを読み飛ばすことで全長タ
ンパク質の合成を促進するような薬剤の治験も進んでいる(Welch et al., 2007)。 
 
2) Nonstop mRNA Decay (NSD) 
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	 NSD は終止コドンを持たない異常な mRNA(ノンストップ mRNA)を分解し、異常なタン
パクの発現を最小限にする機構である。ノンストップ mRNA は 1)ORF 中でのポリ(A)鎖の
付加、2)他の品質管理機構である NGD による mRNA の分子内切断の結果生じる５’側中間
産物、3) 1塩基置換などの変異により、合成される(Frischmeyer et al., 2002; Hoof et al., 
2002; Tsuboi et al., 2012)。このように、細胞内には様々なノンストップ mRNAが存在し、
これらは 3’側からのエキソソームによる迅速な分解を受けることで、異常なタンパクの発現





ボソームにおける空の A-サイトが翻訳伸長因子 eEF1、解離因子 eRF3 のパラログである




とリボソームからのペプチジル tRNAの解離を引き起こすことを報告した(Shoemaker et al., 
2010)。さらに、Tsuboiらより、Dom34-Hbs1複合体が終止コドンに依存しない翻訳終結反
応に必須であることが in vivoで初めて明らかにされた(Tsuboi et al., 2012)。3’末端で停滞し
た 80Sの解離は Dom34/Pelota-Hbs1及び Rli1/ABCE1が行うと考えられてきた。構造解析
より、Dom34/Pelotaは、Aサイトの mRNAの本来存在する場所を占有する形で結合してい












ング、それに続く Xrn1による 5’-3’方向への分解が生じる(Muhlrad et al., 1994)。 
 
3) No-Go mRNA decay (NGD) 





配列 (GGN)12 においても生じることが明らかになっている (Dimitrova et al., 2009; 
Ito-Harashima et al., 2007; Tsuboi et al., 2012)。 
	 NGD 分子内切断によって生じた mRNA の 5’切断断片は 3’側からエキソソームによって、
3’側切断断片は 5’側から Xrn1 によって迅速に分解される。NGD に関与する因子としては、
eRF1 に構造的類似性を持つ Dom34 や、Dom34 に結合する Hbs1 が挙げられる。Hbs1 は
eEF1Aを含む GTPaseファミリーであり、Dom34の Aサイトでの構造変換に関与すると考
えられている。また、遺伝学的解析から翻訳アレストに必須の因子として、リボソーム 40S
サブユニットに結合する RACK1を同定した(Kuroha et al., 2010)。 RACK1の 40Sサブユ
ニットとの結合部位の変異によって、翻訳アレストは起こらなくなったことから、40S サブ
ユニットへの RACK1の結合が翻訳アレストに重要であることが明らかとなった(Kuroha et 
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(Shoemaker and Green, 2012)。実際に Hel2依存にユビキチン化された us10と Slh1/Rqt2
は RQC と NGD の両方に必須であり、Cryo-EM による解析からも、disome(停滞したリボ
ソームへ後続のリボソームが衝突した状態)が Hel2による識別に適した構造をとっているこ
とが明らかになった(Ikeuchi et al., 2019)。また、Hel2を介した disome上流での分子内切
断は、Not4 による eS7のモノユビキチン化、それに続く Hel2の K63鎖のポリユビキチン
化によって生じることも報告された(Ikeuchi et al., 2019)。  
 
4) Ribosome	 extension-mediated decay (REMD) 
	 REMDはこれまで報告されてきた mRNAの品質管理機構のうち、最も新しく報告された
現象で、言い換えると、最も解析が進んでいない品質管理機構ともいえる。現象として最初
に報告されたのは Inada らによる論文である。REMD のターゲットになる終止コドンを本
来の位置より後ろに挿入したレポーター由来のタンパク質の発現は、終止コドンの 3’側への
シフトに伴って減少していた。このレポーターの翻訳状態の解析から終止コドンが 3’側へシ
フトした場合、何らかの原因で翻訳抑制が起きたと報告されている(Inada and Aiba, 2005)。
その後、Kong らによって報告された論文で初めて REMD というモデルが提唱された。
α-globin は終止コドンが欠失しても 3’-UTR 内に次の終止コドンが存在するため、リボソー
ムが本来翻訳しない 3’-UTRを翻訳していくことになる。その結果、α-globinの mRNAは通
常の位置に終止コドンが存在するものに比べて、終止コドンが 3’UTR内に存在する場合、よ
り不安定であることが分かった。また、この mRNAの不安定化は deadenylaseである Ccr4, 
PAN2-PAN3, PARN の機能欠失変異体で見られなくなったことから不安定化にデアデニレ
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デュシェンヌ型筋ジストロフィー(Duchenne muscular dystrophy : DMD)、あるいは嚢胞性










1-3 mRNA 品質管理機構に共役したタンパク質品質管理機構  
1)  Nonsense-mediated protein degradation (NMPD) 






た機構で分解を受ける。NMPD の基質は、NMD と同様、Upf1 によって識別され、産物で
ある短鎖型タンパク質はユビキチン化を受け、プロテアソームによる分解を受けることが明




2)  Ribosome-associated Quality Control(RQC) 







によって翻訳伸長阻害を起こすことが報告されている(Ito-Harashima et al., 2007)。 さらに、
ノンストップ mRNA 由来の遺伝子産物が増加する因子として Ltn1 が同定された 
(Bengtson and Joazeiro, 2010; Chu et al., 2009)。Ltn1はリボソーム 60Sサブユニットに結
合することから翻訳アレスト配列合成中にペプチド鎖のユビキチン化に関与しており、ユビ
キチン化を受けたペプチド鎖が最終的にプロテアソームによる分解を受けるモデルが提唱さ
れている。さらに 60S サブユニットには Rqc1、Rqc2/Tae2 もリクルートされることから、
Ltn1-Rqc1-Rqc2 が結合した 60S リボソーム-新生鎖複合体が RQC 複合体と名付けられた
(Brandman et al., 2012)。この RQCに必須の因子である Ltn1または Rqc1欠損下ではその
後の反応が進まないため、Rqc2依存的に鋳型 mRNAなしに新生鎖の C末端にアラニンもし
くはスレオニンの混合鎖(CAT-tail : C-terminal Alanine Threonine-tail)が付加される(Shen 
et al., 2015)。また、この CAT-tailが付加された異常タンパク質は凝集体を形成することが
報告されており(Choe et al., 2016; Yonashiro et al., 2016)、Ltn1欠損マウスにおいて神経変
性様症状が観察されることからも、異常タンパク質の凝集と神経変性疾患の関連が示唆され
ている(Udagawa et al., 2021)。 
	 RACK1と同様のスクリーニングによって Hel2が同定された(池内修士論文)。出芽酵母に
おいて Rqt1として知られている Hel2(哺乳類細胞における ZNF598) による us10のリジン
残基へのユビキチン化が RQCの引き金となることが報告された(Matsuo et al., 2017)。RQC
と NGD 経路は共通の因子を必要とすることから、２つの経路は共役すると考えられてきた
(Shoemaker and Green, 2012)。実際に Hel2依存にユビキチン化された us10と Slh1/Rqt2
は RQC と NGD の両方に必須であり、Cryo-EM による解析からも、disome(停滞したリボ
ソームへ後続のリボソームが衝突した状態)が Hel2による識別に適した構造をとっているこ
とが明らかになった(Ikeuchi et al., 2019)。 
	 酵母において RQC に必須の因子として停滞したリボソームのユビキチン化とサブユニッ
トの解離を促進する因子として RQT 複合体が同定された。RQT 複合体は RNA ヘリカーゼ
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である Slh1/Rqt2、ユビキチン結合タンパク質 Cue3/Rqt3、そして Rqt4 から構成されてい
る(Matsuo et al., 2017)。哺乳類細胞において、Slh1, Cue3, Rqt4に対応するホモログとし
て ASCC3, ASCC2,そして TRIP4が存在しており、ASCC2のユビキチン結合活性と ASCC3
















1-4 参考文献  
Amrani, N., Ganesan, R., Kervestin, S., Mangus, D.A., Ghosh, S., and Jacobson, A. (2004). A faux 3′-UTR 
promotes aberrant termination and triggers nonsense- mediated mRNA decay. Nature 432, 112–118. 
Auld, D.S., Thorne, N., Maguire, W.F., and Inglese, J. (2009). Mechanism of PTC124 activity in 
cell-based luciferase assays of nonsense codon suppression. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 106, 3585–
3590. 
Bengtson, M.H., and Joazeiro, C.A.P. (2010). Role of a ribosome-associated E3 ubiquitin ligase in protein 
quality control. Nature 467, 470–473. 
Brandman, O., Stewart-Ornstein, J., Wong, D., Larson, A., Williams, C.C., Li, G.-W., Zhou, S., King, D., 
Shen, P.S., Weibezahn, J., et al. (2012). A Ribosome-Bound Quality Control Complex Triggers 
Degradation of Nascent Peptides and Signals Translation Stress. Cell 151, 1042–1054. 
Choe, Y.-J., Park, S.-H., Hassemer, T., Körner, R., Vincenz-Donnelly, L., Hayer-Hartl, M., and Hartl, F.U. 
(2016). Failure of RQC machinery causes protein aggregation and proteotoxic stress. Nature 531, 191–195. 
Chu, J., Hong, N.A., Masuda, C.A., Jenkins, B.V., Nelms, K.A., Goodnow, C.C., Glynne, R.J., Wu, H., 
Masliah, E., Joazeiro, C.A.P., et al. (2009). A mouse forward genetics screen identifies LISTERIN as an 
E3 ubiquitin ligase involved in neurodegeneration. Proc. Natl. Acad. Sci. 106, 2097–2103. 
Dimitrova, L.N., Kuroha, K., Tatematsu, T., and Inada, T. (2009). Nascent Peptide-dependent Translation 
Arrest Leads to Not4p-mediated Protein Degradation by the Proteasome. J. Biol. Chem. 284, 10343–
10352. 
Frischmeyer, P.A., Hoof, A. van, O’Donnell, K., Guerrerio, A.L., Parker, R., and Dietz, H.C. (2002). An 
mRNA Surveillance Mechanism That Eliminates Transcripts Lacking Termination Codons. Science 295, 
2258–2261. 
Hashimoto, S., Nobuta, R., Izawa, T., and Inada, T. (2019). Translation arrest as a protein quality control 
system for aberrant translation of the 3′-UTR in mammalian cells. FEBS Lett. 593, 777–787. 
Hashimoto, S., Sugiyama, T., Yamazaki, R., Nobuta, R., and Inada, T. (2020). Identification of a novel 
 24 
trigger complex that facilitates ribosome-associated quality control in mammalian cells. Sci. Rep. 10, 1–
12. 
Hilal, T., Yamamoto, H., Loerke, J., Bürger, J., Mielke, T., and Spahn, C.M.T. (2016). Structural insights 
into ribosomal rescue by Dom34 and Hbs1 at near-atomic resolution. Nat. Commun. 7, 13521. 
Hoffman, E.P., Morgan, J.E., Watkins, S.C., and Partridge, T.A. (1990). Somatic reversion/suppression of 
the mouse mdx phenotype in vivo. J. Neurol. Sci. 99, 9–25. 
Hoof, A. van, Frischmeyer, P.A., Dietz, H.C., and Parker, R. (2002). Exosome-Mediated Recognition and 
Degradation of mRNAs Lacking a Termination Codon. Science 295, 2262–2264. 
Ikeuchi, K., Tesina, P., Matsuo, Y., Sugiyama, T., Cheng, J., Saeki, Y., Tanaka, K., Becker, T., Beckmann, 
R., and Inada, T. (2019). Collided ribosomes form a unique structural interface to induce Hel2-driven 
quality control pathways. EMBO J. 38, e100276. 
Inada, T. (2020). Quality controls induced by aberrant translation. Nucleic Acids Res. 48, 1084–1096. 
Inada, T., and Aiba, H. (2005). Translation of aberrant mRNAs lacking a termination codon or with a 
shortened 3′-UTR is repressed after initiation in yeast. EMBO J. 24, 1584–1595. 
Ito-Harashima, S., Kuroha, K., Tatematsu, T., and Inada, T. (2007). Translation of the poly(A) tail plays 
crucial roles in nonstop mRNA surveillance via translation repression and protein destabilization by 
proteasome in yeast. Genes Dev. 21, 519–524. 
Kashima, I., Yamashita, A., Izumi, N., Kataoka, N., Morishita, R., Hoshino, S., Ohno, M., Dreyfuss, G., 
and Ohno, S. (2006). Binding of a novel SMG-1–Upf1–eRF1–eRF3 complex (SURF) to the exon junction 
complex triggers Upf1 phosphorylation and nonsense-mediated mRNA decay. Genes Dev. 20, 355–367. 
Kong, J., and Liebhaber, S.A. (2007). A cell type–restricted mRNA surveillance pathway triggered by 
ribosome extension into the 3′ untranslated region. Nat. Struct. Mol. Biol. 14, 670–676. 
Kuroha, K., Tatematsu, T., and Inada, T. (2009). Upf1 stimulates degradation of the product derived from 
aberrant messenger RNA containing a specific nonsense mutation by the proteasome. EMBO Rep. 10, 
1265–1271. 
 25 
Kuroha, K., Akamatsu, M., Dimitrova, L., Ito, T., Kato, Y., Shirahige, K., and Inada, T. (2010). Receptor 
for activated C kinase 1 stimulates nascent polypeptide-dependent translation arrest. EMBO Rep. 11, 956–
961. 
Matsuo, Y., Ikeuchi, K., Saeki, Y., Iwasaki, S., Schmidt, C., Udagawa, T., Sato, F., Tsuchiya, H., Becker, 
T., Tanaka, K., et al. (2017). Ubiquitination of stalled ribosome triggers ribosome-associated quality 
control. Nat. Commun. 8, 159. 
Muhlrad, D., Decker, C.J., and Parker, R. (1994). Deadenylation of the unstable mRNA encoded by the 
yeast MFA2 gene leads to decapping followed by 5’-->3’ digestion of the transcript. Genes Dev. 8, 855–
866. 
Pechmann, S., and Frydman, J. (2013). Evolutionary conservation of codon optimality reveals hidden 
signatures of cotranslational folding. Nat. Struct. Mol. Biol. 20, 237–243. 
Shao, S., Murray, J., Brown, A., Taunton, J., Ramakrishnan, V., and Hegde, R.S. (2016). Decoding 
Mammalian Ribosome-mRNA States by Translational GTPase Complexes. Cell 167, 1229-1240.e15. 
Shen, P.S., Park, J., Qin, Y., Li, X., Parsawar, K., Larson, M.H., Cox, J., Cheng, Y., Lambowitz, A.M., 
Weissman, J.S., et al. (2015). Rqc2p and 60S ribosomal subunits mediate mRNA-independent elongation 
of nascent chains. Science 347, 75–78. 
Shoemaker, C.J., and Green, R. (2012). Translation drives mRNA quality control. Nat. Struct. Mol. Biol. 
19, 594–601. 
Shoemaker, C.J., Eyler, D.E., and Green, R. (2010). Dom34:Hbs1 Promotes Subunit Dissociation and 
Peptidyl-tRNA Drop-Off to Initiate No-Go Decay. Science 330, 369–372. 
Tsuboi, T., Kuroha, K., Kudo, K., Makino, S., Inoue, E., Kashima, I., and Inada, T. (2012). Dom34:Hbs1 
Plays a General Role in Quality-Control Systems by Dissociation of a Stalled Ribosome at the 3′ End of 
Aberrant mRNA. Mol. Cell 46, 518–529. 
Udagawa, T., Seki, M., Okuyama, T., Adachi, S., Natsume, T., Noguchi, T., Matsuzawa, A., and Inada, T. 
(2021). Failure to Degrade CAT-Tailed Proteins Disrupts Neuronal Morphogenesis and Cell Survival. Cell 
 26 
Rep. 34, 108599. 
Welch, E.M., Barton, E.R., Zhuo, J., Tomizawa, Y., Friesen, W.J., Trifillis, P., Paushkin, S., Patel, M., 
Trotta, C.R., Hwang, S., et al. (2007). PTC124 targets genetic disorders caused by nonsense mutations. 
Nature 447, 87–91. 
Wolf, A.S., and Grayhack, E.J. (2015). Asc1, homolog of human RACK1, prevents frameshifting in yeast 
by ribosomes stalled at CGA codon repeats. RNA 21, 935–945. 
Yonashiro, R., Tahara, E.B., Bengtson, M.H., Khokhrina, M., Lorenz, H., Chen, K.-C., Kigoshi-Tansho, 
Y., Savas, J.N., Yates, J.R., III, Kay, S.A., et al. (2016). The Rqc2/Tae2 subunit of the ribosome-associated 














第 2 章  
 
 
哺乳類細胞における eIF4G に依存した dORF(downstream open 




















3’UTR の配列における翻訳停滞と品質管理機構の解析のため、Dual luciferase の間にそれらの
配列を挿入したレポーターを作成した。Luciferase assayを行なったところ、下流の Flucの活性










CRYBB1と SH2D1A、そして GCH1においてロイシンコドンへの変異の挿入で IRES活性が減










ったことから、3’UTR内の dORF(downstream Open Reading Frame)の翻訳には eIF4Fが必要
なことが明らかになった。さらに eIF4Fのうち、どの因子が必要なのかを確かめるため、各因子
を単独で相補した結果、eIF4E では相補されなかった一方で eIF4G の相補によって IRES 活性
が観察された。相補に用いた eIF4Gは eIF4Eとの相互作用に必要なドメインを欠失させており、
eIF4Gの C末端側領域で相補には十分であることも明らかになった。この結果は、様々な IRES
が Cap 構造を必要とせず(eIF4E 非依存)に翻訳を開始することができることとも一致しており、
3’UTRの配列内にも同様の活性が存在していることを強く示唆している。 
	 本研究で得られた結果は、3’UTR内に IRES活性が存在し、この翻訳開始はメチオニンだけで
はなくロイシンコドンにも依存していること、dORF の翻訳が上流のメイン ORF の発現制御に





















	 真核生物の mRNA5’末端には cap構造が存在し、この cap構造を識別し、翻訳開始複合体の１
つである eIF4F複合体(eIF4G,eIF4A,eIF4E)がリクルートされ(Andersen et al., 2006; Gross et 
al., 2003; von der Haar et al., 2004; Rogers et al., 2001; Volpon et al., 2006)(図 2-1)、続いて 43S
開始前複合体と呼ばれる 40S サブユニットと eIF1、 eIF1A、 eIF3、 eIF5 さらに















り、有するドメインの特徴や必要とする翻訳開始因子によって Type Iから Type Vまで分類され




	 Type	I	IRESは真核生物翻訳開始因子である eIF4Gの p50ドメインに特異的に結合する構造
を持ち、この相互結合は eIF4Aによって促進される(de Breyne et al., 2009; Pestova et al., 1996a, 
1996b)(図 2-2A)。Type I IRESに分類される Picornavirusは、主に５つのドメイン(dⅡ-dⅣ) か
ら構成されており、dV ドメインが eIF4G と結合する。I 型 IRES の特徴として、40S リボソー




存した翻訳開始を阻害することが知られている(Gradi et al., 1998)。ウイルスがターゲットとす
る翻訳開始因子は多岐にわたっているが、その中でもウイルスが翻訳開始因子の eIF4Gを切断す
ることはよく知られている。eIF4Gは cap構造依存の翻訳開始において、eIF4F複合体の足場と
して機能することから、eIF4Gが機能しなくなることで、宿主側の翻訳は阻害される(Gradi et al., 
1998; Svitkin et al., 1999)。Type I, Type Ⅱ IRESに共通して48S開始複合体の形成には、eIF4A、
eIF1、eIF3 と eIF4G の C 末端領域が必要とされており、この eIF4G の C 末端領域とは、
FMDV(foot-and-mouth disease virus)の Lプロテアーゼや、EV(enterovirus)の 2Aプロテアー
ゼによる切断によって生じるものであり、ウイルス由来の RNA の翻訳には影響を与えない一方
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で、宿主側の cap構造依存の翻訳を阻害する(Andreev et al., 2007; Sweeney et al., 2014; Yu et 
al., 2011)。プロテアーゼによる切断を受けた際に作られる eIF4Gの C末端領域には eIF4Eとの
相互作用部位が残っていないことからも、切断後の eIF4G が cap 構造依存の翻訳開始に機能し
ないことは明らかである。 
 
2) Type Ⅱ(EMCV) 
	 EMCVなどに代表されるTypeⅡ IRESは polyovirusと並び、最初に報告された IRESであり、
TypeⅠ IRES と同様、48S 開始複合体の形成には eIF4G(C 末端)、eIF4A、eIF2、そして eIF3
が必要である(de Breyne et al., 2009; Kolupaeva et al., 1998)(図 2-2B)。この時、スキャニング
は必要なく、40Sリボソームは開始 AUGに直接結合すると考えられている(Jackson et al., 2010)。
TypeⅠと同様、IRESのエレメントは 450ntであるが、RNAの構造としては異なっている。ド
メイン H はピリミジンリッチな領域であり、PTBタンパクの結合部位になっている(Jang and 
Wimmer, 1990)。ドメイン Jは２つのヘアピン構造をとっており、eIF4Gの結合サイトであるこ
とから、IRES 活性に必須のエレメントである(Clark et al., 2003; Kolupaeva et al., 1998; 
Quinto and Martínez-Salas, 2000)。 
          
3) Type	Ⅲ(HCV like) 
	 Type Ⅲ	IRESは hepatitis C virus (HCV)や pestivirusに代表されるものであり、eIF4Fを必
要とせず、eIF2、eIF3、40Sサブユニットを直接リクルートする(Pestova et al., 1998)(図 2-2C)。
HCV IRES のコアドメインは、ドメイン Ⅱ、ドメインⅢ、ドメインⅣ、シュードノットから構
成されており(Lukavsky, 2009)、このドメインⅡは 40Sとの結合には関与しないが、開始 tRNA
を P siteに配置する際に重要であることが示唆されている(Yamamoto et al., 2014)。空の 40Sサ
ブユニットにおいて mRNA の入り口である entry channel は閉じられた構造となっており、
mRNAの挿入には構造変化を必要とする。Cryo電子顕微鏡による構造解析によって HCV IRES
と結合した 40S サブユニットは空の状態に比べ、mRNA の entry channel が開かれた状態に構
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造変化することが明らかになった(Spahn et al., 2001)。このように、HCV IRESは RNAの特殊
な二次構造により、他のウイルス IRESとは異なり、最小限の宿主側の翻訳因子だけで翻訳を開
始することを可能としている(Yokoyama et al., 2019)。 
 
4) Type Ⅳ(dicistrovirus intergenic region) 
	 Type Ⅳ IRESは翻訳開始因子を必要とせず、直接 40Sサブユニットをリクルートし、80Sを
形成する。40Sとの結合には、SL-Ⅳと SL-Ⅴが関与しており,この２つの SLが 40Sの headと
bodyの間に挟まるような形で結合する(Fernández et al., 2014; Schüler et al., 2006; Spahn et 
al., 2004)(図 2-2D)。さらに特徴的な点として、CrPV IRESは開始 tRNAも必要としない点が挙
げられる。CrPVの PKIは 40Sdecoding center を覆う形で Aサイトに入っており、若干 Pサイ
トに傾く形をとっている。この状態は翻訳中間体の特徴でもある tRNAの A/P ハイブリット状
態を非常によく擬態した形になっている(Ogle et al., 2001)。さらに Aサイトにおいて PKIはコ
ドン-アンチコドンの様式をとるように 18S rRNA中の高度に保存された A1756、 A1755 (E.coli
では 1493/1492) G577 (E.coliでは 530)と相互作用していることから、宿主側の翻訳開始因子を
必要としない効率的な翻訳開始を可能にしている。 
	
2-2-3 Cellular IRES 
	 真核生物における IRES の最初の報告は、免疫グロブリンの H 鎖結合タンパク質である BiP
が IRES活性を有しているという報告である。BiPは、ポリオウイルス感染時の cap構造依存の
翻訳開始が阻害された条件下にも関わらず発現することから、BiPは IRESを介した翻訳開始機
構を有していることが明らかになった(Macejak and Sarnow, 1991)。その後、ポリオウイルス感
染時においても細胞内の mRNA の 3-5%がポリソーム画分に局在することも報告されている
(Johannes et al., 1999)。このような IRES活性はヒトのみならず、ショウジョウバエなど他の生
物種でも報告されており、主なものとして、発達、分化、細胞周期や生育、アポトーシス、スト
レスなどの制御遺伝子が多く含まれている(Bonnal et al., 2003; Hellen and Sarnow, 2001; 
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Stoneley and Willis, 2004)。ウイルス IRESとの違いとしては、細胞内の IRESはウイルスに比
べ、高度な高次構造を取らないことが挙げられる(Komar and Hatzoglou, 2005, 2011)。そのため、
細胞内の IRESは、翻訳開始因子や IRES trans-acting factor(ITAF)などに依存していると考え
られている。いくつかの ITAFはウイルスや細胞内の IRESに共通して作用することが報告され






翻訳を抑制する翻訳抑制配列(Translation inhibitory element : TIE)の両方を有している(Xue et 
al., 2015)。マウスの胚発生の段階で HOXa 遺伝子の IRES 活性を欠失させると、胸部椎骨から
腰椎部にかけて骨形成に異常をきたすことから、細胞内の IRES活性が発生段階での制御に必須
であることが明らかになった。また、いくつかのHOXa IRESは ribosomal proteinである RPL38
を必要とすることも報告され、IRES の翻訳に通常とは異なるリボソームが関与することも示唆
された(Xue et al., 2015)。 
					  
2-2-4 RNA への m6A 修飾を介した翻訳開始機構	
	 RNAへの修飾として細胞内で最も多い化学修飾が N6-methyladenosine(m6A)であり、近年こ
の修飾部位へリボソームがリクルートされること(Dominissini et al., 2012)、さらには m6Aと
eIF3の相互作用による cap構造非依存の翻訳の開始が生じることが報告された(Meyer et al., 
2015)(図 2-3)。このような m6A修飾による eIF3を介した翻訳開始機構は heat shockなどのスト
レス応答時にも働き、代表的な heat shock proteinである heat shock protein70(HSP70)の 5’ 
UTRへの m6A修飾が生じる。この m6A修飾は ereaserと呼ばれる m6A修飾除去因子である fat 
mass and obesity-associated protein (FTO) によって取り除かれるが、heat shockストレス応答
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時には、Readerの１つである YTH domain-containing family protein 2 (YTHDF2)が核内へ移




であり、その後、43S開始前複合体がリクルートされる(Meyer et al., 2015)。m6A修飾の機能と
しては、RNAの 2本鎖構造を不安定化する効果があることが核磁気共鳴法や熱変性実験（熱力
学的測定）により明らかになった(Roost et al., 2015)。これは、構造を取らないような 5’UTRの
周辺に局所的に m6A修飾が存在することでリボソームによるスキャニングが促進されるという
点でも一致しており、さらに m6A修飾が 5’UTRや 3’UTRに集積することから、その地点からの
翻訳開始や、mRNA分解の促進など様々な工程に影響するということとも一致している(Lin et 
al., 2016; Wang et al., 2014; Zhou et al., 2015)。上流の Cap構造依存の翻訳開始の促進には、
readerの１つである YTHDF1や writerである methyltransferase-like-3 (METTL3)の 3’UTR
上へのリクルートが影響することが報告されている(Wang et al., 2015)。YTHDF1のリクルート
には 3’UTR上の m6A修飾が必要である一方で、METTL3のリクルートには m6A修飾は必要で
はない。 
また、METTL3に関しては、ガン細胞の生育を促進することが分かっている(Lin et al., 2016)。




ムをリクルートすることで、翻訳を行っていることも分かっている(Legnini et al., 2017; Zhou et 
al., 2017)。 
 











ある Huntingtin (HTT)遺伝子の CAGリピート伸長、5’UTRへの CGGリピート伸長が FMR1
遺伝子において生じ、ここから発現したタンパク質は細胞に取って有害であり、これまでにユビ
キチン-プロテアソーム系や、リボソーム生合成、核輸送に異常をきたしていることが報告されて





2-2-6 CRYBB1(Crystallin, beta B1) 
	 クリスタリンは水晶体を構成する主要なタンパク質であり、α、β、および γクリスタリンファ
ミリーに細かく分類されている。CRYBB1はこのうち β-クリスタリンのメジャーなサブユニッ




る(Shiels and Hejtmancik, 2013)。 
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送に関わっていると考えられている(Eckert and Erdmann, 2003)。ペルオキシソームに運ばれる
タンパク質はペルオキシソーム輸送配列(PTS; Peroxisome targeting signal)を N末端(PTS2)ま
たは C末端(PTS1)にコードしており、PEX5は PTS1と、PEX7は PTS2と結合するレセプター
として機能している。PEX5は PEX14と相互作用することでペルオキシソーム膜状へリクルー
トされ、ペルオキシソーム内に輸送される。基質を放出したのち、PEX5はモノユビキチン化を
受け、細胞質へとリサイクルされる(Platta and Erdmann, 2007)。この PEX5のリサイクリング









一方、EBVとは関連がない XLPが全体の 10%ほど報告されており、この XLPの原因遺伝子と
して SH2D1Aが報告された(Coffey et al., 1998; Nichols et al., 1998; Sayos et al., 1998)。
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SH2D1Aは SAPとして知られており、SLAM(signaling lymphocyte activation molecule)と相
互作用するわずか 14kDaのタンパク質である。SAPはリン酸化チロシン結合モチーフである
SH2(Src Homology 2)を有しており、SAPの SH2ドメインは SLAMの細胞内における特異的な
チロシン残基と特異的に相互作用することで、シグナル伝達の制御ポイントとして重要な役割を
果たしている。SH2D1Aは T細胞と NK細胞に選択的に発現しており、T細胞における IL-2と
IFNγの産生の阻害因子として働く(Nichols et al., 2001)。 
 
2-2-9 GCH1(GTP cyclohydrolase 1) 
	 GCH1遺伝子は、ドーパミンの生合成経路において、チロシンからドーパミンを生成する際に
働くチロシン水酸化酵素(TH:Tyrosine hydroxylase)の補酵素であるテトラヒドロビオプテリン
(BH4)の合成酵素の１つとして発見された(Sumi-Ichinose et al., 1992)。BH4は、チロシン水酸
化酵素だけではなく、トリプトファン水酸化酵素(TPH : tryptophan hydroxylase)、フェニルア




















翻訳している mRNA上の配列を塩基レベルで調べることが可能となった(Ingolia et al., 2012)。
その結果、これまで翻訳が行われていないと思われていた配列上にリボソームのピークが観察さ








2-4 結果     




mRNAが生じ、これが遺伝病の原因となることも報告された(Hamby et al., 2011)。3’UTR内の
配列を翻訳することに起因する品質監視機構を解析するため、正常な終止コドンより下流へ、
in-frameで出現する終止コドンまでの配列を Dual luciferaseの間に挿入したレポーターを作成








	 終止コドンの欠失によってノンストップ mRNA が生じる遺伝子(Hamby et al., 2011)の
3’UTR内の配列における翻訳停滞を検出した際、Dual luciferase reporterの下流の Flucの活性





ず、luciferase の活性のみが上昇すると考えられ、3’UTR 内の配列に転写活性または、IRES 活
性が存在することが明らかになった。新しく発見した IRESの配列は、水晶体を構成するクリス
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タリン遺伝子の１つである CRYBB1、ペルオキシソームの構成因子である PEX1、T細胞や NK
細胞に発現し、サイトカインの産生に関するシグナル伝達の一部を担う SH2D1A、ドーパミン生
合成に必須の酵素の産生に関与する GCH1、各遺伝子の 3’UTR配列内に存在している。 
 




てレポーターmRNA を検出した。Rluc の下流に終止コドンを挿入したレポーター(図 2-3A 上レ
ーン 5,8,14)は NMDによって RNA量の減少が観察された。また、3’UTRの配列を挿入したレポ
ーターについては、全長の RNA以外に短い RNA断片が観察された。(図 2-3A上	 レーン 5,8,14)
この RNA 断片が何に由来しているのかを調べるため、プライマーエクステンション法により短






べるため、CMV プロモーター下流へ Fluc を挿入したレポーターと、IRES 活性が観察された
3’UTR内の配列を CMVプロモーターの代わりに挿入したレポーターを作成した（図 2-3C）。コ






あるが、GCH1 の配列において Fluc の活性が検出されたことから、GCH1 において弱いプロモ
ーター活性が観察されたが、今回観察している IRES 活性と mRNA の量比から、プロモーター
活性による影響は小さいものと考えられた。 
	
4) CRYBB1、PEX1、SH2D1A、GCH１遺伝子の 3’UTR 配列は
IRES 活性を有している  
	 プロモーター活性が検出されなかったことから、これらの配列における IRES活性を検証する
ため、Dual luciferase レポーターの上流に位置する Rluc に終止コドンを挿入した
V5-Rluc-stop-X-Fluc-HAレポーターを作成した（図 2-8A）。このレポーターでは、Xに挿入した
配列に IRES 活性がある場合のみ Fluc が翻訳される。これらのレポーターを HEK293T 細胞に
transfectionし、ウェスタンブロッティングと luciferase アッセイを行なった。その結果、終止
コドンを挿入しても変わらず Fluc 相当のタンパクが検出され(図 2-8B)、luciferase アッセイに
おいても Fluc の活性が検出されたことから(図 2-8C)、今回新たに発見した CRYBB1、PEX1、
SH2D1A、GCH1の 3’UTR内の配列には IRES活性が存在することが明らかになった。 
 
5) SH2D1A と GCH1 の配列と IRES 活性はマウスにおいても保
存されている  
	 これらの配列の保存性を調べるため、Dual Luciferase レポーターの間にマウスにおける






2-4-2 IRES 活性に必要な最小領域と開始コドンの同定  
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1)   IRES 活性に必要な最小領域の同定  
	 今回新たに発見した配列(33〜102nt)とこれまで報告されているウイルス IRES の配列(約 300
〜450nt)では、前者が明らかに短いことが分かるが、この配列において IRES活性に必要な最小
限の配列を決めるため、各配列の N 末端または C 末端からの欠失変異体を作成し、Luciferase 
assayを行なった。下流の Flucの活性を上流の Rlucの活性で補正した値から、CRYBB1におい
ては、13-25, PEX１、7-17, SH2D1A、5-11, GCH1、29-34, が各 IRES活性における最小領域
であることが分かった(図 2-9A,B,C,D)。また、これら最小領域のレポーターでのウェスタンブロ
ッティング（図 2-9E）と、全長との比較を行なった luciferase assayの結果(図 2-9F,G)から、さ
らに短くした領域においても IRES活性が観察されていることが分かった。 
 





ウェスタンブロッティングを行なった。IRES 産物である Fluc のタンパクは HA タグ、上流の













CRYBB1において L13Gの IRES産物の発現は、減少しており、ロイシンコドンが IRES活性に
必要で有ることが分かった(図 2-11A)。同様に SH2D1Aにおいても配列内にメチオニンが含まれ
ていないことから、ロイシンコドンの置換を行なったところ、L8G変異体において IRES産物の
減少が確認された。上流の Rluc についても PEX1 で IRES 活性の変異体で観察されていたのと
同様に(図 2-10)、下流の IRES活性が減少した際に発現が上昇することが観察され、開始コドン
の種類にかかわらず、3’UTR内の IRES産物の合成は、上流の翻訳産物の発現量に影響を与える







義置換変異体では IRES 活性が観察されたことから、IRES 活性においてロイシンコドンではな
く、アミノ酸としてロイシンが開始に重要であることが分かった(図 2-11Bレーン 6,C)。 
 
2-4-3 3’UTR IRES は dORF へリボソームをリクルートする  
1) GCH1 の IRES 活性はステムループ構造による影響を受けない  











は GCH1 であったことから、GCH1 にはリボソームをリクルートする IRES の活性があること
が示唆された(図 2-12B)。 
 
2) 翻訳再開始(Reinitiation)の可能性の検討  
	 Dual luciferaseレポーターの特性上、上流の ORFでの翻訳終結後、mRNA上から解離しなか
った 40Sリボソームによる翻訳の re-initiationの可能性を検討した。Re-initiationは単純に上流
の翻訳終結位置から下流へと距離が伸びるほど阻害(40S リボソームの脱落)が生じることから、
Rluc直下へ開始コドンを持たない Nano Lucの配列(約 500nt)を挿入したレポーターを構築した
（図 2-13A）。これらレポーターを HEK293T 細胞へ transfection し、ウェスタンブロッティン
グと luciferaseアッセイを行なった。Nano Lucを間に挿入したレポーターはプラスミドが大き
くなったため、transfection効率が全体的に低くなってしまったが(図 2-13B)、luciferase  assay




2-4-4 試験管内翻訳再構成系による eIF4G 依存の IRES 活性の再
現  






功した系である(Machida et al., 2018)。本研究では町田博士より分与していただき、解析を行っ
た。テンプレートの mRNA は、m7G cap を付加した mRNA と、cap アナログであり、翻訳に
は使われない A cap を付加した V5-Rluc-stop-X-Nluc-HA を試験管内で転写し、解析に用いた
(図 2-14A)。転写した RNAを試験管内翻訳再構成系で翻訳させ、luciferase assayを行ったとこ
ろ、コントロールの HCVの IRES活性が観察されている条件下で、GCH1の IRES活性も観察
され、試験管内翻訳再構成系においても GCH1の IRES活性の再現ができることを確認した（図
2-14B）。また、GCH1の IRES活性は、Acapを付加した mRNAでは、上流の Rlucの発現が減
る一方で、GCH1 の IRES 活性をモニターしている Nluc の活性はむしろ上昇しており、GCH1
の IRESは cap構造に依存しないことが明らかになった(図 2-14C)。 
 
2)   GCH1 の 3’UTR に同定された IRES 活性は eIF4F に依存する  
eIF4Fは cap構造依存の翻訳開始において cap構造と相互作用する eIF4E、ヘリケース活性を
有する eIF4A 、その足場となる eIF4G から成っており、cap 構造に依存した翻訳開始には必須
の因子である。この eIF4Fが GCH1の IRES活性に関与するのか、翻訳開始因子のうち、eIF4F
を除いた因子で翻訳反応を行い、luciferase assay を行った。コントロールの HCV は、翻訳に
eIF4F を必要としないことから、eIF4F を除いた条件下でも IRES 活性は変わらず観察される。
一方で、GCH1の IRESは eIF4Fを除くことで、luciferase assayがほとんど観察されなくなり、
GCH1の IRES活性には eIF4Fが必要ということが明らかになった(図 2-15中央)。また、GCH1 
M34G変異体の mRNAでは、IRES活性が観察されなかったことから、３４番目の AUGコドン
が IRES活性に重要であることが示唆された(図 2-15右)。 
 
3)   GCH1 の 3’UTR に同定された IRES 活性には eIF4F 構造因子
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である eIF4E ではなく eIF4G が必要  
 翻訳開始因子のうち、eIF4Fが GCH1の IRES活性に重要であることが分かったが、この eIF4F
のうちどの因子が必要か調べるため、eIF4Fを除いた反応系へ、eIF4G、eIF4Eを個別に相補す
る実験を行った。相補に用いた eIF4G は、eIF4E との結合に必要なドメインを欠失したもので






4)   GCH1-IRES は eIF2,eIF3,eIF4A,eIF4B,eIF4G に依存した
翻訳開始を行う  
GCH1 IRESが eIF4Gに依存した活性を示していることは明らかになったが、他の IRESとは







2-4-5 80S 開始複合体の検出  
1)   GCH1 IRES における開始複合体検出のためのレポーターの構
築  
GCH1 IRESにおいて IRESの活性が確認されたことから、GCH1の mRNA、リボソーム、開





mRNA はなるべく短くすること、合わせて、IRES の解析を行うことから、上流に短い ORF を
付加するということを考慮し、上流の ORFをMVHLの４アミノ酸のみの非常に短い ORFとし
た。この ORFは Toeprintingでの開始複合体の検出に用いられた前例(Alkalaeva et al., 2006; 
Pisarev et al., 2010)もあることから、このMVHLの下流に IRESの配列を挿入し、さらに下流
に Nano Lucを挿入した（図 2-18A）。これらレポーターを用いることで同一 mRNA上で上流の
MVHL由来の cap構造依存の翻訳開始による開始複合体の検出と、同一 mRNAを用いた Nano 
Luc の luciferase assay を行うことが可能となる。そこで、これら mRNA をウサギ網状赤血球 
(Rabbit Reticulocyte Lysate) を用いて翻訳させ、luciferase assayを行った結果、コントロール
の HCVと、GCH1において Nano Lucの活性が検出された。この時、M34Gの変異体では活性
が観察されなかったことから、RRL において、MVHL-X-Nano Luc のレポーターによる IRES
活性の検出が可能であることが分かった(図 2-18B) 。 
 
2)   Toeprinting による HCV IRES 80S 開始複合体の検出  
RRL を用いた Toeprinting の系が正しく動いているかの確認のため、代表的なウイルス IRES
である HCV IRESのレポーターを作成し、解析を行った。RRLを用いた 80S開始複合体の検出
には、翻訳伸長の阻害剤である CHX(Cycloheximide)をあらかじめ RRL とインキュベーション
させたライセートを用いる。CHX は、リボソームの E サイトに結合し、ペプチド鎖の転位反応
を阻害することで翻訳伸長反応を阻害する。そのため、CHX 処理したライセート中には E サイ
トに CHXを取り込んだ状態の 60Sサブユニットが多く存在することになり、後から加えるレポ
ーターmRNAの翻訳を開始した直後、Eサイトの CHXによって、Pサイトからのペプチド鎖転
移反応が阻害され、mRNA と開始コドンからローテートした状態の 80S リボソームがそこで停
止する。この mRNA-リボソームの複合体を維持した状態で RNA の逆転写反応を行うと E-P サ
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イト上の 80S にカバーされた開始コドンから+15〜17bp 下流の位置で逆転写反応を終えたシグ
ナルが検出される。コントロールの HCV において、RRL なし(図 2-19A、レーン 1)で検出され
ているシグナルは、おそらく RNA の二次構造によるものであり、RRL と mRNA によって検出
されるシグナルは、開始コドン+13〜15bpであることから、おそらく 48S開始複合体によるもの
と考えられた(図 2-19A、レーン 2)。さらに CHX添加によって開始コドン+15〜17bpのシグナル
が得られ、この解析系を用いることで、開始 80S複合体の位置を同定可能であることを確認した。 
 
3)   Toeprinting による GCH1 IRES 80S 開始複合体の検出  
MVHL-GCH1-NlucとMVHL-GCH1_M34G-Nlucの 2つのレポーターを用いて toeprintingを
行った。上流の MVHL由来の 80Sのシグナルが MVHL開始コドンから下流に+15〜17bpの地
点で観察できている条件下で、下流の GCH1由来の 80Sのシグナルは、WTで観察されている(図




4)   試験管内翻訳再構成系による 48S 開始複合体の検出  
	 RRLで使用したレポーターmRNAと 48S開始複合体の形成に必要な最小限の因子(40S, eIF1, 
eIF1A, eIF2, eIF3, eIF4A, eIF4G, eIF4B, ARS, tRNA)を反応させ、Toeprintによる解析を行っ
た。コントロールのMVHL-HCV-Nluc mRNAにおいて 40Sと翻訳開始因子の存在下で 48S開
始複合体による開始コドンから+13〜15bp の地点にバンドを確認することができたことから(図
2-20A、レーン 3)、この解析系を用いて GCH1 IRESの 48S開始複合体の解析を行った。しかし、
MVHL-GCH1-Nluc mRNAにおいて目的の 48S開始複合体のバンドを観察することができなか





2-4-6 polyU, PV2(poliovirus type2)による翻訳開始にも eIF4G
が関与する  
	 網羅的な IRESの解析により、polyU配列、PV2のショートエレメントが報告されたことから、
これらの活性に eIF4G が関与するのか調べた。試験管内翻訳再構成系で ACap を付加した
V5-Rluc-stop-polyU-Nluc-HAと V5-Rluc-stop-PV2-Nluc-HAを翻訳させ、luciferase assayをお
こなった。PV2、polyU共に、eIF4G、4Eを反応系から除くとそれぞれ IRES活性は減少し、eIF4E
単独の相補では IRES 活性は回復せず、eIF4G の相補によって IRES 活性が回復したことから、
PV2、polyU配列の IRES活性には eIF4Gが関与することが明らかになった(図 2-21A)。さらに、
これらの配列の IRES活性に必要な翻訳開始因子を明らかにするため、他の開始因子を１つずつ
除いた反応系で翻訳反応を行った。その結果、 IRESは、eIF2、eIF3、eIF4A、eIF4B、eIF4G









訳の主要な制御経路であり、mTOR 阻害剤である Torin1 は、mTORC1、mTORC2 による
4EBP1/2のリン酸化を阻害することで、cap構造依存のグローバルな翻訳を負に制御する。GCH1 
IRES は、cap 構造に非依存に翻訳を行うことが示唆されていたことから、mTOR 阻害剤である
Torin1処理による影響を受けないことが想定される。Torin1の濃度を 0〜250nMの間で処理し
たところ、HCV、EMCV、GCH1 レポーターの上流に挿入した Rluc の活性、発現量は Torin1
 51 
の濃度依存的に減少している一方で(図 2-22B,E,H)下流の IRES産物である Flucの活性、および
発現量は、HCV、EMCV でほとんど変わらないだけではなく、GCH1 IRES も同様に安定に発
現していることが明らかになった。また、Flucの活性を上流の Rlucの値で補正したグラフから、
Rlucの減少が Torin1濃度に依存して減少する一方で Flucの値がほとんど変化しないことから、
Fluc/Rluc の比が Torin1 濃度依存的に上昇していることが分かった（図 2-22C,F,H）。その時




	 eIF4F複合体は Cap構造依存の翻訳開始だけではなく、3'UTR内の dORFの翻訳にも必要と
されている。dORF上流の配列には eIF4Gが相互作用するような RNA配列が存在し、その配列






2-5-1	non-AUG コドンによる翻訳開始機構  






40S 上へ Met-tRNAiMet がリクルートされてくる必要がある。翻訳開始因子である eIF2 と
Met-tRNAiMetは特異的に相互作用し(Kolitz and Lorsch, 2010)、eIF2-GTP-Met-tRNAiの３者複
合体(ternary complex)を形成する。しかしながら AUG開始以外の翻訳開始も RRL、yeast、ア
カパンカビ、HEK293T細胞などで報告されている(Kearse and Wilusz, 2017)。実際に、試験管
内の実験では、放射性標識した[35S]-labeled Met-tRNAiMetが、CUG、GUG、ACG、UUG、AGG、
AAG、AUA、AUC そして AUU 開始コドンレポーターを翻訳させた際に取り込まれていたこと
から、non-AUG開始コドンによる翻訳開始にMet-tRNAiMetが使われる可能性が示唆されている
(Peabody, 1989)。さらに、近年細胞内においても質量分析法を用いた解析によって、翻訳開始に
CUG、AUUコドンが用いられたことが報告されている(Liang et al., 2017)。Met-tRNAiMetの輸
送には eIF2が必須であることは前述したとおりであるが、Met-tRNAiMetを識別する翻訳開始因
子として eIF2A と eIF2D の少なくとも２つが報告されており、これら２つは non-AUG コドン
における翻訳開始に関与することも知られている。eIF2Aは eIF2とは異なり、GTP非依存であ
り、tRNA との相互作用も厳密ではないことから、試験管内の実験において Met-tRNAiMet と
tRNAiMetの両方と直接結合することが報告されている。さらに、eIF2A は CUG、UUG コドン
へ対応する Leu-tRNAとの結合も示唆されており、驚くべきことに細胞内において CUGコドン
の翻訳開始にMet-tRNAiMet ではなく、Leu-tRNACUGが使われていること、さらにこの翻訳開始
には eIF2Aが必要であることから、eIF2Aが直接 40Sサブユニット上へ Leu-tRNACUGをリクル
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ートすることも考えられている(Starck et al., 2012)。一方、eIF2Dは、eIF2A同様、GTP非依
存にMet-tRNAiMetと tRNAiMetの両方と直接結合し、tRNAを 40Sサブユニット上の Psiteにリ
クルートする。また、MCT-1/DENR ヘテロダイマー(eIF2Dの N末ドメインと C末ドメインの
ホモログ)は、試験管内の実験においてウイルス mRNAではあるが、eIF2非依存のMet-tRNAiMet






2-5-2 翻訳開始複合体のリクルート  
	 ウイルスにおいて報告されている翻訳開始は、必要な開始因子や、二次構造のドメインなどの
特徴から分類されている。今回新たに報告した IRESは正規の翻訳開始とほぼ同じ開始因子を必
要とする点、このうち、eIF4E には依存しないという点、eIF4G の C 末端ドメインのみで翻訳
を開始することができるといった点で typeⅡ IRESである EMCV IRESと非常に似た特徴を有
している。しかしながら、EMCV IRESの全長 450ntと比べ、GCH1 IRESは 102ntと非常に短
い。さらに、この領域に翻訳開始コドンも含んでいることから、開始因子のリクルートに必要と
される配列は短く、ウイルス IRESのような二次構造をとることは考え難い。細胞内に存在する
IRESはウイルス IRESに比べ、高度な二次構造を取らない代わりに、IRES trans acting factor 
(ITAF)を必要とすることが知られている。本解析で用いた GCH1 の IRES はピリミジンリッチ
な配列を有していることから、ITAFの候補として PTBP1の関与を考え、解析に用いたところ、
PTBP1の発現量を増加させることで、IRES産物の増加が確認された(当研究室	 佐藤修論)。し
かしながら、再構成系における PTBP1 に依存しない IRES 活性の再現が可能であった点から、
PTBP1は GCH1の IRES活性に必須ではないものの、構造の安定化や開始因子のリクルート促
進に寄与している可能性が考えられた。eIF4G は EMCV IRES に直接リクルートされる翻訳開
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始因子であり、本解析においてもGCH1 3’UTRの IRES活性に必要な翻訳開始因子として eIF4G
を報告した。eIF4G中には、RRM(RNA recognition motif)様ドメインが存在し、このドメイン




依存に IRES 活性を示すことが分かった。この polyU 配列は出芽酵母において eIF4G と結合す
ることが報告されており(Zinshteyn et al., 2017)、今回解析した IRESも eIF4Gを直接リクルー





ソームタンパク質 RPL38 を有するリボソームが特定の IRES の翻訳を行うことが報告された
(Xue et al., 2015)。このような通常のリボソームとは異なるリボソームタンパク質をもつリボソ
ームはスペシャライズドリボソームと呼ばれ、発生過程など、特定のタンパク質の発現促進に関
与していることが考えられている。この RPL38 は真核生物に特異的なリボソームタンパク質で
あり、Cryo-EMによるリボソームの構造解析の結果、rRNAの expansion segment 27(ES27)近
傍に位置することが分かった(Armache et al., 2010)。リボソームにおける rRNAの expansion 
segment は原核生物には存在しない領域であり、酵母において約 100nt、哺乳類細胞において
~700nt と進化過程での変化が報告されているが、これまで何のために存在しているのかは不明
であった(Hassouna et al., 1984)。この expansion segmentの機能として Hoxa9の IRES配列が
直接 expansion segment9(ES9S)と相互作用することが報告された(Leppek et al., 2020)。Hoxa9






2-5-3 上流の ORF の翻訳抑制機構  
	 uORF による下流の ORF の制御として ATF4遺伝子における翻訳制御がよく知られている。
ATF4 遺伝子の上流には、uORF が 2 つ存在し、通常条件下では、eIF2-GTP-Met-tRNAi の
TC(Ternary complex)が十分量あることから、uORF1翻訳後に 60Sサブユニットが解離した 40S
上に再び TCがリクルートされることで 43S開始複合体がすぐに形成され、下流の uORF2の翻
訳を行う。しかし、ストレス条件など、TC の量が不十分な時は、uORF1 の翻訳を終えた 40S
サブユニット上にすぐに TCが補充されず、遅れて 43S開始複合体が形成されることで、uORF2
よりも下流に存在する ATF4の翻訳が行われる。このように、uORF などのメインの ORF では
ない領域の翻訳は、翻訳の on/off によってメインの ORF の発現調節を行っている。最近報告さ
れた細胞内の dORF(downstream ORF：メインORFより下流に存在するORF)のメタ解析から、
全体の傾向として、1)dORF はあまり種間で保存されていない、 2)dORF の開始コドンが AUG
のもので翻訳効率が高い、 3)dORFが存在することでメインの ORFの翻訳効率が上昇する、こ
とが報告された(Wu et al., 2020)。この報告と我々の報告を比較すると、(1)dORFはヒトとマウ




今回新たに報告した dORF の配列は、保存性の高さからも他の dORF 配列とは異なった活性を
持っていることが示唆される。また、5’UTR内に IRES活性を有する Hoxa9遺伝子は同じ 5’UTR





れている。今回報告した配列は 3’UTR に存在することから、構造的に直接 Cap 構造に影響を与
える可能性は低いと考えられる。さらに、下流の IRES 産物の発現と上流のメイン ORF 由来の
産物の発現量が逆相関の関係にあることから、何らかの翻訳開始因子が競合する形でそれぞれの
発現量に影響している可能性が考えられる。これは、IRES 活性に必要な翻訳開始因子が cap 構
造依存の翻訳開始因子とほぼ同じであることとも一致している(図 1-14)。メイン ORF の抑制活







2-5-4 生理学的な意味  
	 これまでの知見から、ORF(Open Reading Frame)の定義は、RNA 配列を開始コドン AUG
からアミノ酸に翻訳した場合、in-frame で下流に出現する終止コドン UAG、UGA、UAA まで
の配列とされてきたが、近年の研究によって、翻訳されるとは思われていなかった
UTR(Un-translated region)や、ノンコーディング RNA、開始コドンが AUGではない翻訳開始、
終止コドンのリードスルーなど、遺伝子においてどの部分がタンパクをコードしているのかは定







れている事からも(Bazzini et al., 2014; Chen et al., 2020; Ji et al., 2015; Mackowiak et al., 




ソームが翻訳を行なっている領域を特定することができる(Ingolia et al., 2012)。では、これらの
翻訳が細胞においてどのような役割を持っているのか？強力な腫瘍抑制因子として 1997 年に同
定された PTENは(Li et al., 1997; Liaw et al., 1997)、 脳腫瘍、乳ガン、膵ガン、子宮ガンなど、
様々なガン細胞において変異が報告されている。PTENは近年、本来の開始コドン(AUG)よりも
上流で翻訳を開始する２つのアイソフォームが報告されている。このうち、5’UTR中の CUGコ
ドンから開始された PTENα はミトコンドリアにおいて PTEN と相互作用し、PINK1 タンパク
質の発現を上昇させることでエネルギー産生を更新させている(Liang et al., 2014)。もう一方の
アイソフォームである PTENβ は 5’UTR 中の AUU コドンから翻訳を開始しており、pre-rRNA





ング領域中に変異は報告されていない(Furukawa, 2003)。今回検証した GCH1の 3’UTRにおけ







図 2-1 Cap構造依存の翻訳開始機構。 
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1. 翻訳終結後のリボソームのリサイクリング。 




5. 43Sと eIF4Fの相互作用。 
6. 開始 AUGコドンを探して 3’側へスキャニングを行う。 
7. 開始コドンを識別し、48S開始複合体を形成する。 
8. 60Sサブユニットの会合。 
9. GTP結合型 eIF5Bの GTP加水分解に伴う eIF5B,eIF1Aの解離によって 80S開始複合







図 2-2 IRESの二次構造とモチーフ。  
IRESは二次構造の保存されたモチーフや、必要とする翻訳開始因子などから４つのタイプに分
類される。(A)(B)TypeⅠ、TypeⅡ IRESは共に eIF4Gと相互作用する。また、cap構造と相互
作用する eIF4Eを必要としない点でも一致している。(C)Type Ⅲの HCV IRESは eIF3と相互
作用し、43S開始前複合体を直接リクルートする。(D)Type Ⅳ	IRESである CrPV IRESは、翻
訳開始因子を必要とせず、直接 40Sサブユニットをリクルートし、翻訳を開始することができる。









図 2-3 m6A修飾を介した翻訳開始機構。 
5’UTR中への m6A修飾へ Readerが結合することで、cap構造非依存に翻訳を開始することが
できる。m6Aへ eIF3が直接結合することで翻訳を開始する。heat shock時などのストレス応答
















図 2-5  3’UTR内の配列は翻訳停滞を引き起こす。(A)本研究で使用したレポーター遺伝子から
発現する mRNAの模式図。各遺伝子の正常な終止コドンから in-frameで下流に出現する終止コ
ドンまでの間の配列を Dual luciferaseレポーターの間に挿入した。四角は ORFを、AAAAはポ
リ(A)テールを示している。水色の四角は 3’UTR内の下流の終止コドンまでの間の配列を示して
















図 2-6 CRYBB1,PEX1,SH2D1A,GCH1の 3’UTR内にはプロモーター活性または IRES活性が
存在する。(A) V5-Rluc-X-Fluc-HAレポーター遺伝子を HEK293T細胞へ Transfectionし、
luciferase assayを行った。レポーター遺伝子由来の下流の Flucの値を上流の Rlucの値で補正
し、コントロールの何も挿入していない No insertで得られた値を 100とした。各値は、独立し
た３回の実験による平均値を示している。(B) V5-Rluc-X-Fluc-HAレポーター遺伝子由来のタン



























assayを行った。(D)ヒト SH2D1Aとマウス SH2D1A、ヒト GCH1、マウス GCH1の塩基配列
とアミノ酸配列の比較。(E)マウス CRYBB1、PEX1、SH2D1A、GCH1各遺伝子の 3’UTR中の 









図 2-9 IRES活性に必要な最小領域の決定。 
(A, B, C, D) CRYBB1, PEX1, SH2D1A, GCH1の挿入配列(X)をV5-Rluc-stop-X-Fluc-HAレポー
ターの 3’、5’両側から削り込んだ変異体を各遺伝子で作成した。左図はレポーターの模式図と挿
入配列の塩基、アミノ酸配列を示している。各レポーター遺伝子をHEK293T細胞へTransfection
し、luciferase assayを行った。レポーター遺伝子由来の下流の Flucの値を上流の Rlucの値で
補正し、各遺伝子の全長を挿入した Fluc/Rlucの比を１とした。各値は、独立した３回の実験に
よる平均値を示している。(E)luciferase assayによって決定した最小領域のレポーター由来のサ
ンプルを抗 HA抗体、抗 V5抗体、Transfection効率のコントロールは抗 Neomycin 
phosphotransferase抗体を用いてウェスタンブロッティングで解析を行った。(F,G)最小領域決



















図 2-11 CRYBB1, SH2D1A, GCH1の翻訳開始にはロイシンコドンが必要。 
(A,B) V5-Rluc-stop-X-Fluc-HA (X=CRYBB1, SH2D1A, GCH1)レポーター遺伝子のロイシンコ
ドンをグリシンに置換したレポーター遺伝子を作成した。各レポーター遺伝子を HEK293T細胞
へ Transfectionし、抗 HA抗体、抗 V5抗体、Transfection効率のコントロールは抗 Neomycin 
phosphotransferase抗体を用いてウェスタンブロッティングで解析を行った。(C)変異体と野生













(B) V5-Rluc-stop(+/-)Fluc-HA, SL(+/-)V5-Rluc(+/-)Fluc-HAレポーター遺伝子を HEK293T細胞










図 2-13 GCH1 IRESはステムループ構造による影響を受けない。 
(A)本研究で使用したレポーター遺伝子から発現する mRNAの模式図。四角は ORFを、AAAA
はポリ Aテールを示している。水色の四角は 3’UTR内の下流の終止コドンまでの間の配列を示
している。NoAUG-insertは AUGコドンを欠失させた Nano Lucの配列を示している。(B) 
V5-Rluc-stop-X-Fluc-HA, V5-Rluc-stop-X-noAUG insert-Fluc-HAレポーター遺伝子を
HEK293T細胞へ Transfectionし、抗 HA抗体、抗 V5抗体、Transfection効率のコントロール







図 2-14 GCH1 IRESは cap構造非依存に翻訳を行う。 
(A)本解析で用いたレポーターmRNAの模式図。Dual luciferase レポーターの上流は
V5-Rluc-stop、下流は Nano Luc-HA。間の配列にはコントロールとして既知の IRESの配列、
または 3’UTR内の IRES活性を示す配列を挿入した。(B)T7プロモーターより転写した Acapま
たは Gcapを付加した V5-Rluc-stop-X-Nluc-HA (X=HCV, CrPV, GCH1)mRNAを試験管内翻訳
再構成系で翻訳させ、luciferase assayでタンパクを検出した。下流の Nlucの活性を上流の Rluc
で補正した。各値は、独立した３回の実験による平均値を示している。(B) T7プロモーターより
転写した Acapまたは Gcapを付加した V5-Rluc-stop-X-Nluc-HA (X=HCV, GCH1)mRNAを in	










図 2-15	 GCH1 IRESの翻訳には eIF4Fが必要。 
T7プロモーターより転写した AcapまたはGcapを付加した V5-Rluc-stop-X-Nluc-HA (X=HCV, 












図 2-16	 GCH1の IRES活性は eIF4Gに依存している。 
T7プロモーターより転写した Acapを付加した V5-Rluc-stop-X-Nluc-HA (X=No insert, GCH1, 
GCH1-M34G)mRNAを全ての翻訳開始因子を含む再構成系と eIF4F(eIF4G,eIF4E)を含まない
再構成系で翻訳反応を行い、luciferase assayを行なった。eIF4G, eIF4E 単独の相補を行い、








図 2-17	 GCH1 IRESは eIF1, eIF1A, eIF2, eIF3, eIF4A, eIF4Gに依存して翻訳活性を示す。 
各翻訳開始因子を除いた反応系で、 T7プロモーターより転写した Gcapを付加した
V5-Rluc-stop-GCH1-Nluc-HA mRNAを翻訳させ、luciferase assayを行なった。全ての翻訳開













図 2-18	 開始複合体検出のためのレポーターの構築。 
(A)本解析で使用したレポーターmRNAの模式図。四角は ORFを示しており、グレーの四角は上
流の 4アミノ酸の ORFを示している。Xは IRES活性を有している配列の挿入部位。赤い四角







図 2-19	 GCH1 IRESは 34番目のメチオニン上で開始 80Sを形成する。 
(A)T7プロモーターより転写させた A-cap MVHL-HCV-NlucレポーターmRNAをあらかじめ
CHX処理しておいた RRLで翻訳させ、翻訳開始複合体を形成させた後、IRDye-700蛍光プライ
マーを用いて逆転写反応を行い、シークエンスラダーとともに 5% TBE-Urea PAGEにより展開
後、FLA-9000を用いて検出した。CHX処理レーンで観察された上流の黒矢印はMVHL由来の
80Sのシグナル、下流の 80Sの黒矢印は HCV IRESにおける開始コドン上の 80Sリボソーム由
来のシグナルであり、この解析系が機能していることが確認された。(B) T7プロモーターより転


















図 2-21 PV-2、Poly-U配列は eIF4G依存の翻訳活性を示す。 
(A) T7プロモーターより転写した Acapを付加した V5-Rluc-stop-X-Nluc-HA (X=PV-2, 
polyU)mRNAを全ての翻訳開始因子を含む再構成系とeIF4F(eIF4G,eIF4E)を含まない再構成系
で翻訳反応を行い、luciferase assayを行なった。No insertの値を 1とした時の Rlucと Nluc
の活性をグラフ化した。各値は、独立した３回の実験による平均値を示している。(B),(C) 各翻
訳開始因子を除いた反応系で、 T7プロモーターより転写した Gcapを付加した
V5-Rluc-stop-X-Nluc-HA (X=PV-2, Poly-U) mRNAを翻訳させ、luciferase assayを行なった。













HEK293T細胞に Transfectionし、Transfectionから 4時間後、培地交換と同時に Torin1処理
を行い、さらに 4時間後、細胞を回収し、ライセートを調整し、抗 HA抗体、抗 V5抗体、抗 4EBP
抗体を用いてウェスタンブロッティングにより解析を行なった。(C),(F),(I)Torin1処理によって
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Nonsense-mediated Protein Degradation (NMPD)における  











3-1 要旨  






本研究では、この Ssa1/Hsp70 の NEF(Nucleotide Exchange Factor)として機能する
Sse1/Hsp110の機能を明らかにすることを目的として解析を行なった。 









3-2 序論  























	 NMDの分子機構としては EJC(exon-exon junction complex)モデルと Faux 3’UTRモデ
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ルが提唱されている。pre-mRNA のスプライシングによって、エキソン同士の接合点の約
20〜30塩基上流には EJCが形成される(Tange et al., 2004)。通常の終止コドンは最終エキ
ソン内に存在するため、リボソームは一番最初の翻訳中にいくつもの EJCと衝突することに
なり、その結果、EJC は mRNA 上から取り除かれることになる。しかし、ナンセンス変異
によって、通常の終止コドンよりも上流に異常な終止コドン(PTC : Premature termination 
codon)が存在する場合、リボソームはコーディング領域の途中で翻訳反応を終えてしまうた
め、EJCは mRNA上に残ることになる。この EJCモデルでは、最終イントロンから 55塩
基以上上流に終止コドンが存在する場合に異常であると判断され、NMD のターゲットとな
る(Nagy and Maquat, 1998)。NMDの基質認識の機構に関与するタンパク質は既に明らか
になっており、主要な因子として Upf1が挙げられる。mRNA上に残った EJCは Upf1と結
合し、さらに Upf1 は PTC で翻訳終結をするリボソーム内の eRF1,eRF3、そして Upf1 の
リン酸化酵素である SMG-1と巨大な複合体 SURF complex(SMG-1:Upf1:eRF1:eRF3)を形
成する(Kashima et al., 2006)。これら複合体によって EJC依存的に PTCが認識される。こ
の SURF複合体と、その 3’側に存在する eIF4AⅢや、Y14、Magohなどからなる EJC複合
体が Upf2、Upf3 を介して結合したものが DECID 複合体(Decay inducing complex ; 図
3-1A)であり、本来の位置より 5’側で翻訳が集結したことが認識される。その後、Upf1 は
Smg8/9と複合体を形成した Smg1によってリン酸化され、Smg6による mRNAの分子内切
断を誘導する(Kashima et al., 2010)。 
 一方、EJCに依存しない NMD機構として提唱されている Faux 3’UTRモデルは出芽酵母








存しない NMDが存在しており(Singh et al., 2008)、変異を持たない場合においても、3’UTR
の長さが 1kb以上の mRNAが標的となる。Upf1は mRNAの様々な配列(Gリッチ、GCリ




している(Lykke-Andersen et al., 2000)。 
 
3-2-2	 Nonsense-mediated protein degradation (NMPD) 
	 細胞内における最も一般的な異常 mRNA はナンセンス変異を持つ mRNA であり、NMD
はナンセンス変異を有する mRNAを選択的に分解する。異常 mRNAの識別には、翻訳を必
要としており、異常な位置(正常な終止コドンよりも 5’側)での翻訳終結が NMD の引き金と
なる。この翻訳によって、異常 mRNA から C 末端領域を欠失した異常タンパク質が合成さ
れていることが示唆されている。当研究室では NMD に必須の因子である Upf1 を欠失させ
ると、NMDが起こらなくなり、異常 mRNAの蓄積が観察され、さらに異常タンパク質も蓄














しており、最終的にオートファジーによる分解を受ける(Park et al., 2020)。 
 
3-2-3 分子シャペロンを介したタンパク質分解  
	 プロテオームの維持にはタンパク合成、フォールディング、分解、そして輸送などの過程
が高度に組織化されていることが必要で、ヒトにおいては少なくとも 2000 以上の遺伝子が























3-4 結果  
3-4-1 Hsp70 とそのコシャペロン Sse1 の NMPD への影響  
	 本研究において解析には、N末端に FLAGタグを付加した Pgk1タンパク質を野生型(WT)
とし、この ORF 途中、300 番目のアミノ酸を終止コドンに置き換えた FLAG-Pgk1-300 タ







である Sse1が NMPDに関与していることが示唆された(図 3-3A)。Sse1の mRNAへの影響
を調べるため、RNA抽出後ノーザンブロッティングを行った。ノーザンブロッティングの結
果 WT の FLAG-Pgk1 mRNA を 100%とした際 FLAG-Pgk1-300 は NMD の影響によって
mRNA 量は 40%にまで減少し、sse1Δ 株で 59%とそこまで劇的に安定化しないことが分か
った。mRNAの変動を考慮しても FLAG-Pgk1-300の発現量は mRNAの減少に比べ、著し













3-4-2 NMPD における Sse1 の機能  
	 Sse1が NMPDに関与することが明らかになったが、PTCを有する mRNA由来の異常タ
ンパク質の Upf1 依存の分解にどのように機能しているのかを調べるため、変異体の解析を
行った。Sse1の変異体は Hartlらのグループによって作成され、1. ATP 加水分解に欠損を
示す変異(sse1-1)、2. Hsp70 との結合に重要なアミノ酸残基への変異(sse1-2, 3, 4)、3. Sse1 
の 3 つのドメイン同士の相互作用に重要なアミノ酸残基への変異(sse1-5, 6, 7, 8)、4. Sse1 
と基質タンパク質との結合に重要なアミノ酸残基への変異(sse1-9, 10)、5. Sse1 でアミノ酸
残基の種による保存性が低いリンカー部分の欠失変異(sse1 ∆loop)にグループ分けされてい
る(Polier et al., 2008)。NEF (Nucleotide Exchange Factor)として機能する Sse1は基質と
結合した後、基質を Hsp70 へリクルートし、ATPase 活性により ATP と ADP の交換を行
うことで Hsp70 の活性を制御する。Sse1 の変異を導入したドメインおよび Sse1 の構造は
図に示すとおりである（図 3-5A）。sse1Δ 株に各変異体を発現させたところ、sse1-1 変異株
において FLAG-Pgk1-300 タンパク質の著しい不安定化が生じることが明らかになった(図
3-5B)。また、この時、各変異体は同程度の発現量であることを確認している(図 3-5C)。こ
の ATP加水分解能に欠損を示す sse1-1変異株において FLAG-Pgk1-300タンパク質の分解
が促進されることから、半減期の測定を行なった。半減期の測定より、sse1Δ 株において
WT の Sse1 を相補することで、NMPD の分解促進が観察され(半減期 28 分)、ATP 加水分
解能を欠失した sse1-1 において、短鎖型タンパク質のより一層の不安定化が観察された(半

















3-4-4 NMPD のモデル  
 本解析より得られた結果から、NMPDのモデルは以下のように考えられる。1)Upf1によっ







3-5 考察  






一方で、同様に NMDを受ける FLAG-Pgk1-L300レポーター由来のタンパク質は NMPDを
受けない(Kuroha et al., 2009)。この結果より、NMPDの基質となるか否かを決定する分子
が Upf1以外に存在することが考えられる。 
	 先行研究により、FLAG-Pgk1-300 と特異的に相互作用するタンパク質として、質量分析
により、Ssa1/Hsp70を同定した(Kuroha et al., 2013)。Ssa1/Hsp70ファミリータンパク質
は、タンパクのフォールディングを促進する因子でありながら、アンフォールドタンパク質
の分解にも寄与することから、タンパクのその後の経路を決定する重要な因子である
(McClellan et al., 2005)。Upf1は Hsp70のコシャペロンである Sse1との相互作用が、Upf2
は Ssa1との相互作用が報告されている(Gong et al., 2009)。FLAG-Pgk1-300の分解におい




































図 3-1 現在提唱されている NMDのモデル。 
(A)高等真核生物において報告されている EJCモデル。EJCよりも 50-55nt上流で翻訳が終
結する異常を検知する。(B)EJC非依存のモデル。3’UTRが長すぎる場合、eRF1-3と PABPC1


















図 3-2 本研究で解析に用いたレポーターmRNAの模式図。 
































































図 3-7 NMPDのモデル図。 
1. Upf1が異常な位置での翻訳終結を認識し、リクルートされる。 
2. mRNAは NMDによる分解を受ける。 
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第 4 章  
 
 



















も NSD(Nonstop mRNA decay)によって分解されることがこれまで分かっており、ORF途中に
ポリ(A)付加シグナルが現れる CBP1 mRNAが標的となることが報告された(Hoof et al., 2002)。
CBP1(Cytochrome b mRNA processing1) mRNAは核コードのタンパク質でミトコンドリアに
輸送され、Cytochrome bをコードするmRNAの転写後制御や翻訳に関わることが分かっている。
先行研究より、酵母における翻訳終結因子 eRF3に相同な Dom34と RF1に相同なHbs1が NGD
のターゲットとなるmRNAの分解を促進することを明らかにした(Tsuboi et al., 2012)。さらに、
dom34Δにおいて CBP1 mRNAの断片の蓄積が観察されたことから、CBP1 mRNAが分子内切
断を受けていることが示唆され、この現象の詳細な解析を行なった。CBP1 mRNAの分子内切断
には、MTS (Mitochondrial targeting signal)と ECIS( Endonucleoritic cleavage-inducible 
sequence )の翻訳が必要であることから、mRNAのミトコンドリアへのターゲッティングとORF
中のステムループ構造が分子内切断に重要であることが明らかになった。ミトコンドリアへリク
ルートされた CBP1 mRNAは、最終的にミトコンドリア外膜上に局在する tRNAスプライシン
グエンドヌクレアーゼ SEN複合体によって切断されることが明らかになった。さらに、先行研
究における Dom34:Hbs1複合体の解析より、dom34Δ株においてノンストップ mRNAの 3’末端







4-2 序論  
4-2-1	 No-Go mRNA decay (NGD) 
 NGD は出芽酵母において翻訳伸長を阻害することが既に報告されていたステムループ構造を
mRNA に挿入した際に、mRNA の分子内切断が観察されたことで発見された品質管理機構であ




塩基を含む繰り返し配列(GGN)12 においても生じることが明らかになっている(Chen et al., 
2010; Dimitrova et al., 2009; van den Elzen et al., 2010; Ito-Harashima et al., 2007; 
Kobayashi et al., 2010; Tsuboi et al., 2012)。NGD分子内切断によって生じた mRNAの 5’切断
断片は 3’側からエキソソームによって、3’側切断断片は 5’側から Xrn1 によって迅速に分解され
る。NGD に関与する因子としては、eRF1 に構造的類似性を持つ Dom34 や、Dom34 に結合す
る Hbs1が挙げられる。Hbs1は eEF1A を含む GTPaseファミリーであり、Ski7とも関連が深
い因子である。また、遺伝学的解析から翻訳アレストに必須の因子として、リボソーム 40Sサブ
ユニットに結合する RACK1を同定した(Kuroha et al., 2010)。 RACK1の 40Sサブユニットと
の結合部位の変異によって、翻訳アレストは起こらなくなったことから、40Sサブユニットへの
RACK1 の結合が翻訳アレストに重要であることが明らかとなった(Ikeuchi and Inada, 2016; 
Kuroha et al., 2010) 。Hel2は、過剰なヒストンの分解に関与する E3ユビキチンライゲースで
ある。出芽酵母において Rqt1 として知られている Hel2(哺乳類細胞における ZNF598) による
us10 のリジン残基へのユビキチン化が RQC の引き金となることが報告された(Matsuo et al., 
2017)。RQCと NGD経路は共通の因子を必要とすることから、２つの経路は共役すると考えら
れてきた(Shoemaker and Green, 2012)。実際に Hel2 依存にユビキチン化された us10 と
Slh1/Rqt2 は RQC と NGD の両方に必須であり、Cryo-EM による解析からも、disome(停滞し
たリボソームへ後続のリボソームが衝突した状態)がHel2による識別に適した構造をとっている
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ことが明らかになった(Ikeuchi et al., 2019)。また、Hel2を介した disome上流での分子内切断
は、Not4による eS7のモノユビキチン化、それに続く Hel2の K63鎖のポリユビキチン化によ
って生じることも報告された(Ikeuchi et al., 2019)。 
 
4-2-2 Cbp1(Cytochrome B mRNA processing) 
	 酵母において Cbp1 は核にコードされるタンパク質で、ミトコンドリアへ輸送され、機能する
と考えられている。この CBP1 mRNAは、ORF中にポリアデニレーションサイトを有している
事から、ORF途中でのポリ A付加が生じる事で、ノンストップ mRNAを生じ、nonstop mRNA 
decay(NSD)によって迅速に分解される(Frischmeyer et al., 2002)。正常な CBP1 mRNAとノン
ストップ mRNA の比率は炭素源によって制御されており、有機呼吸条件下でノンストップ
mRNAの量が増加することが報告されている(Sparks and Dieckmann, 1998)。 
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4-3 本研究の目的  









4-4 結果  
4-4-1 CBP1  mRNA は細胞内において分子内切断を受ける  
	 当研究室の先行研究より、Dom34:Hbs1複合体はノンストップ mRNAの 3’末端まで翻訳し、
停滞したリボソームを解離することで mRNAの分解を促進することを報告した(Tsuboi et al., 
2012)。CBP1 mRNAは ORF途中でのポリ A鎖付加が生じることでノンストップ mRNAを生成
することから、3’-5’方向にエキソヌクレアーゼ複合体であるエキソソームによって迅速に分解さ
れることが知られている(Frischmeyer et al., 2002; Hoof et al., 2002)。本解析では、内在性のノ
ンストップ mRNAとして、CBP1 mRNAについて解析を行った(Tsuboi et al., 2015)。ノーザン




定化される転写産物が観察された(図 4-1B)。そこで、この転写産物が CBP1 mRNAからどのよ
うに生じたのかを明らかにするために、CBP1 mRNAの様々な領域に対するプローブを作成し、
ノーザンブロッティングを行った。xrn1Δ変異株において観察された 5’切断断片は、probe A以
外に 168-210、457-504で同様の 700ntの断片が観察されており、3’側切断断片は 786-835、




おいても、xrn1Δ変異株における半減期 22.6分よりも xrn1Δdom34Δ変異株において 32分以
上と、著しく安定化していることが分かった（図 4-1B）。ポリ A鎖を持たないノンストップmRNA
がポリ A鎖を持つ mRNAに比べ Dom34欠損条件下でより安定化するという結果は、リボザイ
ム配列で ORFの分子内切断を生じさせ、作られるポリ A鎖がない mRNAを解析した時の結果
とも一致する(Tsuboi et al., 2012)。 
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4-4-3 CBP1  mRNA の分子内切断には MTS と ECIS 配列の両方
が必要  




















が CBP1 mRNAの分子内切断を行なっている可能性が示唆された(図 4-4A)。また、酵母から精







4-4-5 ミトコンドリアに局在する mRNA には分子内切断を受ける
ものが複数存在する  
	 dom34欠損下においてノンストップ mRNAの 3’末端で mRNAの断片化が生じる事から、こ
の断片化されたRNAをRNA-seqで解析することでNGDの標的となるmRNAの同定を試みた。
xrn1Δ及び xrn1Δdom34Δ変異株からそれぞれ RNAを抽出し、解析を行ったところ、すでにノ
ンストップ mRNAが生じることが報告されている CBP1、AEP2、RNA14 及び SIR1において
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4-4-6 CBP1  mRNA 分子内切断のモデル図  
 CBP1 mRNAのMTS(Mitochondria targeting signal)が翻訳されると、mRNA、リボソーム、
新生ポリペプチド鎖の三者複合体がミトコンドリア外膜上にリクルートされる。ミトコンドリア
外膜上には tRNAスプライシングエンドヌクレアーゼ Sen複合体が局在し、CBP1 mRNAの分
子内切断を行う。この分子内切断は、mRNAの安定性制御に寄与すると考えられ、ストレスや代
謝応答時に CBP1タンパク質の発現量を制御することが考えられている(図 4-6)。 
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4-5 考察  












(Iwasaki et al., 2011; Matsushita et al., 2009)。これら２つの因子は共通のステムループ構造を
識別するが、それぞれの因子は細胞内局在が異なることから、同じ mRNAを識別し、同じよう
に不安定化を誘導する因子でありながら、異なった場所、タイミングで働くことが示唆されてい
る(Athanasopoulos et al., 2010; Leppek et al., 2013; Mino et al., 2015)。また、この Regnase-1
に相互作用する因子として Upf1が報告されており(Mino et al., 2019)、ステムループ構造に結合












































CBP1 mRNAの 3’側切断片の 5’末端を示している。(C)CBP1 mRNAの二次構造の模式図。mRNA























図 4-4 CBP1 mRNAは SEN複合体により分子内切断を受ける。 












図 4-5 酵母に局在する mRNAにおける NGDの内在性標的の同定。 
(A)実験の背景および実験手法の模式図。 dom34Δ株においてノンストップ mRNA由来の産物が
断片化しており、この RNA のシークエンス解析とゲノムへのアライメントを行なった。 (B)各
遺伝子の 1-300 に相補するプローブを用いて、野生株、ski2Δ、xrn1Δ、xrn1Δdom34Δ 由来の
RNA でノーザンブロッティングを行なった。(C)切断片が観察された遺伝子と RNA とその断片
で観察されているピークを比較した。RNA-seqの結果を Genome Browser にまとめた。(東京大
学菅野鈴木研究室による)。縦軸は ppm を示し、遺伝子ごとに一定の高さに調整した。横軸は各









図 4-6 CBP1 mRNAの分子内切断のモデル図。 
CBP1 mRNAのMTS(Mitochondria Targeting Signal)が翻訳されると、mRNA、リボ
ソーム、新生ポリペプチド鎖の三者複合体がミトコンドリア外膜上にリクルートされる。
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5-2 実験方法  
1)  プラスミドの構築法	
	 pcDNA3.1(+)V5-Rluc-dORF-Fluc-HA レポーターは Firefly Luciferase(Fluc)と Renilla 
Luciferase(Rluc)を含む phFL-cmvと phRL-cmv(Promega)をテンプレートとして PCRで増
幅した。この PCR断片を pcDNA3.1(+)の NheI、XhoIサイトへ挿入した。dORF配列には
翻訳停滞を感知するため、ノンストップ変異が遺伝病の原因となることが知られている遺伝
子の正常な終止コドンから下流へ in-frameで出現する終止コドンまでの間の配列を HindⅢ、




ための変異体の配列を HindⅢ、NotI サイトで挿入した。cap 構造を介した翻訳開始による
リボソームのリクルートを阻害するため、V5-Rluc-stop-dORF-Fluc-HAの 5’側へ RNAの二
次構造を作ることが知られている Stem-Loop を挿入した SL-V5-Rluc-stop-dORF-Fluc-HA





















ションは PEI MAX(Polysciences)12µl、Opti-mem(gibco)138µlを 5分間インキュベーショ
ンし、あらかじめ混合しておいた 150µlのプラスミド DNA 2µg、Opti-mem溶液と合わせ、
更に 30分インキュベーションした。30分後、プラスミド溶液を前日藩種しておいた細胞に
滴下した。４時間後、培地交換を行い、回収まで細胞を CO2インキュベーター内で 24 時間
培養した。 
PEI MAX-Transfection Grade Linear Polyethylenimine Hydrochloride 
 
4)  タンパク質の抽出	
	 培養した細胞の培地を吸引し、細胞を剥がさないよう PBS 500µl で細胞を洗浄した後、
Passive Lysis buffer(Promega)100µlを加え、室温で 20分ローテーターでインキュベーショ
ンすることで細胞を溶解した。回収後、ライセートを回収し、Brad-ford 法でタンパク質濃
度を測定し、SDSサンプルバッファーと混合した。サンプルは 100℃で 5分加熱した。 
SDS Sample buffer: 7% SDS, 30% glycerol, 200mM Tris base, 20mM EDTA, 1M DTT, 
0.1% Bromophenol Blue 
Passive Lysis buffer(Promega) 
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5)  Western Blotting 
	上記で作成したタンパク質サンプルを 10% SDS-PAGE で電気泳動した。泳動後、ゲルを
Cathode bufferで平衡化した。PVDFメンブレンをメタノールで洗浄し、Anode buffer 2で
平衡化後、メンブレンに先程のゲルを electro-blotting によりタンパク質を転写させた。転
写後、メンブレンをスキムミルク(5% w/v)を含む PBS/0.1%Tween-20溶液でブロッキングを
行い、1 次抗体反応を行なった。1 次抗体反応は室温で 1 時間または、抗体によっては４℃
で 12時間行ない、反応終了後、メンブレンを PBS/0.1% Tween-20溶液で洗浄し、２次抗体
反応を行なった。室温で 1時間反応させた後、再び PBS/0.1% Tween-20でメンブレンを洗
浄し、検出試薬(Sol A 2.5ml, Sol B 250µl,  H2O2 1.5µl)でメンブレンを反応させた後、
LAS-4000 mini(FUJIFILM)を用いて検出を行なった。 
Anode buffer 1: 20% methanol, 300mM Tris-HCl[pH10.4] 
Anode buffer 2: 20% methanol, 25mM Tris-HCl[pH10.4] 
Cathode buffer: 0.04M Glycine, 20% methanol, 25mM Tris-HCl[ph9.4] 
PVDF membrane: Immobiron-P (Millipore) 
抗 HA 抗体 : Anti-HA Peroxidase, High Affinity(sigma)  
抗 V5 抗体 : V5-tag antibody (BIO RAD) 
抗 ネオマイシンホスホトランスフェラーゼⅡ 抗体 : Anti-Neomycin Phosphotransferase 
Ⅱ Antibody (Millipore) 
抗 4E-BP 抗体 : 4E-BP Antibody (Cell signaling) 
抗 mouse IgG 抗体: ECL anti-mouse IgG, HRP from sheep  (GEヘルスケア) 
抗 rabbit IgG 抗体: Anti-Rabbit IgG, HRP-Linked Whole Ab Donkey  (GEヘルスケア) 
PBS/0.1% Tween-20: 10mM Na2HPO4/NaH2PO4(pH7.5), 0.9% NaCl, 0.1% Tween-20 
検出試薬 (Sol A : 40mM Tris-HCl[pH8.8],  (0.2mg/ml) L012(WAKO) 
         Sol B : ρ-coumaric acid(sigma)(1.1mg/ml), DMSO,H2O2) 
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6)  Luciferase assay	  
タンパク質抽出後濃度測定したサンプルは、96well Platen に、アプライし、Dual-Glo 
Luciferase substrate、Dual-Glo stop & Glo substrate(Promega)を用いて Luciferase活性
を測定した。測定には発光測定が可能な CentroXS3 LB960(Belthold technologies)を使用し
た。再構成系で翻訳した産物は Nano-Glo Luciferase substrateを用いて活性を測定した。
測定した結果は Dual luciferaseレポーターの上流に位置する Rlucの活性で下流の IRES産
物由来の Flucの値を補正することで、IRES活性をもとめた。 
Nano-Glo Luciferase Assay System (Promega #N1110) 
Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega #E1910)	  
	
7)  免疫沈降法  
HEK293T細胞に pcDNA3.1(+)V5-Rluc-stop-X-Fluc-HA (X=No insert, CRYBB1, PEX1, 
SH2D1A, GCH1)レポーターをとランスフェクションし、24 時間後に回収した。PBS 2ml
で細胞を洗浄し、吸引後、再び PBS 2mlを加え、スクレーパーで細胞を回収した。3,500 rpm
で５分間遠心し、ペレットを吸わないよう、上清を吸引し、Cell wash buffer 2mlを加え、
ピペッティングで懸濁し、3,500rpm で 5 分間遠心した。上清を吸引後、1xLysis buffer を
加え、27Gのシリンジで細胞を破砕した。9,000prmで 10分間遠心分離し、上清をライセー
トとした。Protein G agarose beads は必要量(20µl/sample)を 1.5mlチューブに分注し、ビ
ーズの５倍量の IXA-200 bufferを加え、転倒混和後、1,500rpmで１分間遠心し、この操作
を３回繰り返した。ビーズに抗体を結合させるため、HA 抗体(1µl/sample)と 200µl の
IXA-200 bufferを混ぜ、4℃で 30分間反応させた。反応終了後、1,500rpmで遠心し、IXA-200 
bufferで３回洗浄した。 
抗体を結合させたビーズと細胞抽出液を混合し、4℃で 1 時間インキュベーションした。
IXA-200 bufferで 5回洗浄し、2xLDS sample bufferを加え、100℃で 10分インキュベーシ
ョンした。 
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Cell wash buffer: 10mM Tris-HCl[pH7.5], 10mM KCl, 1mM MgCl2 /PBS 
IXA-200 buffer: 50mM Tris-HCl pH7.5, 200mM KCl, 12mM Mg(OAc)2, 1mM DTT, 1mM 
PMSF, Complete mini EDTA-free 1tablet/10 ml 
Lysis buffer: 10mM Hepes-KOH[pH7.4], 150mM KCl, 10mM MgCl2, 1mM DTT, 2% 
NP-40(Sigma), Complete mini EDTA-free 1tab/10ml(Roche) 
Protein G Agarose (Roche) 
抗 HA 抗体 : Anti-HA-tag Antibody(MBL) 
 
8)  in vitro  transcription 
	 pBluescriptⅡ  V5-Rluc-stop-X-Nluc-HA (X=HCV,CrPV,GCH1,GCH1_M34G)plasmid
を EcoT221を用いて 37℃で切断後、カラムを用いて精製した。一本鎖にした Plasmid DNA
をテンプレートとし、T7 ポリメラーゼ(TAKARA)による転写反応を Gcap アナログまたは
Acap アナログ存在下で行った。転写終了後、Plasmid DNA 除去のため、DNase 処理を行




9)  in vitro  translation (reconstitution, RRL) 
AcapまたはGcaoアナログを付加したmRNA(150ng/µl)0.5µlを翻訳に必要な因子を個別に
精製した試験管内翻訳系 2.5µl (eIF1 (0.96 µM), eIF1A (0.96 µM), eIF2 (0.96 µM), eIF2B 
(0.04 µM),eIF3 (0.04 µM), eIF4A (2.40 µM), eIF4B (0.48 µM), eIF4G and eIF4E (0.16 µM), 
eIF5 (0.32 µM), eIF5B (0.16µM), PABP (3.84 µM), DHX29 (0.08 µM), pure-tRNA (1 µg/µl), 
eEF1s (50 µM), 40S ribosomal subunit (0.48µM), 60S ribosomal subunit (0.48 µM), eEF2 
(0.96 µM), eRF1/3 (50 ng/µl), AA mix (0.1 mM), ARS mix (150ng/µl), PPA1 (0.1 µM), and 




10)  Toe-printing 
RNAと開始複合体を形成させるため、試験管内で合成した AcapレポーターmRNA(100ng)
を buffer 1と開始複合体形成に必要な最小限の因子(0.96µM eIF1, 0.96 µM eIF1A, 0.96 µM 
eIF2, 0.04 µM eIF3, 2.4 µM eIF4A, 0.48 µM eIF4B, 0.16 µM eIF4G84-1599, and 0.1 mM 
amino acid mix (1 µg/µl each)、40Sサブユニットを混合し、32℃10分間インキュベーショ
ン し た 。 続 い て 5’ 末 端 を 蛍 光 標 識 し た 5’ IRDye700-labeled primer 
5’-AGATTCTGAAACAAACTGGACACACCT-3’(Nluc の 81-107nt に相補的なプライマー)
を 2pmol加え、32℃で３分間インキュベーションし、氷上に回収した。逆転写反応を行うた







Buffer 1 : 100 mM KCl, 20 mM Hepes-KOH [pH 7.5]). 
RT mix : 8 mM Mg(AOc)2, 0.5 mM dNTPs, buffer A  
buffer A : 2 mM DTT, 100 mM KOAc, 20 mM Tris [pH 7.5], 2.5 mM Mg(AOc)2, 1 mM 
ATP, 0.1 mM GMP-PNP, 0.25 mM spermidine 
 
11)  Toeprinting (RRL) 
RRL(RRL; Flexi RRL system; Promega; 2.6 mM endogenous Mg2+)と mRNAの翻訳開始
複合体を形成するため、20 µM amino acid mixture, 70 mM KOAc, 3 µl RRL, 4 U RNasin 
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Plus RNase Inhibitor (Promega)と cycloheximide (10 mg/ml)を混合し、32℃で 5分インキ
ュベーションした。Acap を付加したレポーターmRNA を加え、32℃で 10 分間インキュベ
ー シ ョ ン し 、 続 い て 5’ 末 端 を 蛍 光 標 識 し た 5’ IRDye700-labeled primer 
5’-AGATTCTGAAACAAACTGGACACACCT-3’(Nluc の 81-107nt に相補的なプライマー)
を加え、32℃、3 分インキュベーション後、前述した手法で逆転写反応を行った。逆転写後
のサンプルはクロロホルム-エタノール沈殿によって精製し、サンプルバッファーに懸濁した。








5-3 材料（酵母）  
1)  酵母菌株  
本研究では Table3(第３章)、Table4(第 4章)に示す出芽酵母菌株を用いて実験を行なった。 
Table3 : yeast strain(第３章) 
 
 





2)  出芽酵母発現用プラスミド  
本研究では Table5(第 3章)、Table6(第 4章)に示すプラスミドを用いて実験を行なった。	
Table 5 : Plasmids(第 3章) 
 





5-4 実験方法（酵母）  
1)  mRNA の半減期の測定  
目的の株におけるマーカーのアミノ酸を除いたガラクトース SC 液体培地に植菌し、30℃
で OD600=0.6 まで培養した後、培養液 20ml を遠心分離(3500rpm×5min RT)により集菌
した。その後、液体培地を取り除き、グルコース SC 液体培地に懸濁し、各設定した時間ご
とに集菌を行い、RNA を抽出し、RNA 試料とした。 
 
2)  RNA 抽出  
目的の株におけるマーカーのアミノ酸を除いた SC 液体培地に植菌し、30℃で OD600=0.6 
まで培養した後、培養液 20ml を遠心分離(3500rpm×5min RT)により集菌した。これを 
RNA buffer 400μl に懸濁し、RNA 用フェノール 400μl を加え、65℃で 5分間静置した
後、5 分氷冷した。遠心分離(13000rpm×5min RT)し、上清に対して同様の操作をフェノー
ル、フェノール/クロロフォルム、PCI(フェノール、クロロホルム、イソアミルアルコール、
量比 25: 24: 1 の混合物。)で行い、RNA の抽出、精製を行った。上清についてエタノール
沈殿を行い、得られたペレットに DEPC 処理水 50μlを加え RNA 試料とした。 
RNA buffer: 30mM NaCl, 20mM Tris(pH9.5), 10mM EDTA, 1% SDS 
 
3)  Northern blotting 
上記で作成した RNA 試料を nanodrop(nanodrop)で RNA 濃度を測定後、RNA 0.6μg
を RNA sample buffer 21.5μl に加え、65℃で 5min 加熱し氷上で急冷した。これをホル
ムアルデヒド-MOPS 1.2% アガロースゲルにアプライし電気泳動を行った。泳動後、20×
SSC を用いたキャピラリーブロッティング法により RNA をメンブレンに転写させ、UV 
crosslinker(GE ヘルスケア)により RNA を固定した。Digoxigenin(DIG)-11-dUTP で標識
した目的の RNA のプローブを用いて 50℃で一晩、ハイブリダイゼーションを行った。本
研究で用いた DIGプローブは Table S3にまとめた。メンブレンを wash buffer1, 2 で洗浄
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した後、マレイン酸バッファーに希釈した Blocking Reagent でブロッキングを行い、抗 
DIG-AP 抗体と反応させた。Wash buffer 3 でメンブレンを洗浄し、wash buffer 4 でメン




RNA sample buffer: 50% formamide, 5mM NaOAc, 1mM EDTA 20mM MOPS, 6% 
formaldehyde, 5% glycerol, 0.1mg/ml Bromophenol Blue, 0.1mg/ml xylene cyanol 
10×MOPS buffer(pH7.0): 0.2M MOPS, 50mM NaOAc, 10mM EDTA 
20×SSC: 3M Nacl, 0.3M sodium citrate 
hybridization solution: Roche 
wash buffer 1: 2×SSC, 0.1% SDS 
wash buffer 2: 0.1×SSC, 0.1% SDS 
wash buffer 3: 0.1M maleic acid, 0.3% Tween-20 
wash buffer 4: 0.1M Tris-HCl(pH9.5), 0.1M NaCl 
Hybond-N+ membrane: Amersham 
Anti-digoxigenin-AP: Roche 
DIG-DNA labeling Kit: Roche 
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